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(57) Abstract 

The invention concerns a protein of the TGF-0 family, the DNA which codes for it and a pharmaceutical composition containing 
such a protein. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Protein der TGF-0-Familie, die dafur codierende DNA und eine ein solches Protein enthaltende 
pharmazeutische Zusammensetzung. 
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Neuer Wachstums - /Dif f erenzierungsf aktor 
der TGF-/3-Familie 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen neuen Wachstums - 
/Dif ferenzierungsfaktor der TGF-/3-Familie und dafur codierende 
DNA-Sequenzen. 

Zu der TGF-0-Familie von Wachstums faktoren gehoren die BMP- , 
TGF- und Aktivin/Inhibin-verwandten Proteine (Roberts und 
Sporn, Handbook of Experimental Pharmacology 95, 419-472 
(1990)). Sie sind fur einen weiten Bereich medizinischer 
Behandlungsmethoden und Anwendungen relevant. Diese Faktoren 
eignen sich in Verfahren, welche die Wundheilung und die 
Gewebewiederherstellung betref fen. Weiterhin induzieren mehrere 
Mitglieder der TGF-/? Familie das Gewebewachstum, wie zum 
Beispiel das Wachstum von Knochen. 

Wozney (Progress in Growth Factor Research 1 (1989), 267-280) 
und Vale et al. (Handbuch of Experimental Pharmacology 95 
(1990), 211-248) beschreiben verschiedene Wachstumsf aktoren, 
wie etwa diejenigen, die mit der BMP- und der Aktivin/Inhibin- 
Gruppe verwandt sind. Die Mitglieder dieser Gruppe weisen 
signif ikante strukturelle Ahnlichkeiten auf . Der Vorlauf er des 
Proteins besteht aus einer aminoterminalen Signalsequenz, einer 
Propeptid- und einer carboxyterminalen Sequenz von 110 bis 140 
Aminosauren, die vom Vorlaufer abgespalten wird und das reife 
Protein darstellt. Weiterhin sind ihre Mitglieder durch eine 
Aminosauresequenzhomologie definiert. Das reife Protein enthalt 
die am hochsten konservierten Sequenzen, insbesondere sieben 
Cysteinreste, die unter den Familiemitgliedern konseryiert 
sind. Die TGF-/?-artigen Proteine sind multifunktionelle, 
hormonell aktive Wachstumsf aktoren. Sie weisen auch verwandte 
biologische Aktivitaten, wie etwa chemotaktische Attraktion von 
Zellen, Forderung der Zelldif f erenzierung und Gewebe-induzie- 
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rende Fahigkeiten auf. EP 0 222 491 Al offenbart Sequenzen von 
Inhibin alpha und beta Ketten. 

Insgesamt zeigen die Proteine der TGF-/3-Familie Unterschiede in 
ihrer Struktur, was zu erheblichen Variationen in ihrer genauen 
biologischen Funktion fiihrt. Weiterhin werden sie in einem 
weiten Bereich unterschiedlicher Gewebearten und Entwicklungs- 
stufen gefunden. Folglich konnen sie Unterschiede hinsichtlich 
ihrer genauen Funktion, z.B. der erforderlichen zellularen 
physiologischen Umgebung, ihrer Lebensdauer, ihrer Zielorte, 
ihrer Erf ordernisse fur Hilf sf aktoren und ihrer Bestandigkeit 
gegen Abbau aufweiseh. Obwohl zahlreiche Proteine, die ein 
Gewebe-induktives Potential zeigen, beschrieben werden, mussen 
ihre natiirlichen Aufgaben im Organismus und -noch bedeutsamer- 
ihre medizinische Relevanz noch im Detail erforscht werden. Das 
Vorhandensein von noch unbekannten Mitgliedern der TGF-/3- 
Familie, die fur die Dif f erenziearung/Induktion von verschiede- 
nen Gewebearten bedeutsam sind, wird mit grower Wahrscheinlich- 
keit angenommen . Eine grojSe Schwierigkeit bei der Isolierixng 
dieser neuen TGF-0-artigen Proteine besteht jedoch darin, dafi 
ihre Funktionen noch nicht genau genug fur die Entwicklung 
eines unterscheidungskr&f tigen Bioassays beschrieben werden 
kdnnen. Andererseits ist die erwartete Nukleotidsequenzhomolo- 
gie zu bekannten Mitgliedern der Familie zu gering, urn ein 
Screening durch klassische Nukleinsaurehybridisierungstechniken 
zu ermoglichen. Dennoch ist die weitere Isolation und Charak- 
terisierung von neuen TGF-0-artigen Proteinen dringend erfor- 
derlich, um weitere Induzierungs- und Dif f erenzierungsproteine 
bereitzustellen, die alle gewiinschten medizinischen Erf order- 
nisse erfiillen. Diese Faktoren konnten medizinische Anwendung 
bei der Heilung von Schaden und der Behandlung von degenerati- 
ven Erkrankungen von verschiedenen Geweben finden. 

In der Pat entanmel dung PCT/EP93/00350 ist eine Nukleotid- und 
Aminosauresequenz fur das TGF-/3- Protein MP121 angegeben, wobei 
ein Gro0teil der dem reifen Peptid entsprechenden Sequenz 
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angegeben ist. Die vollstandige Sequenz des Propeptids MP121 
wird nicht offenbart. 

Die der vorliegenden Erf indung zugrundeliegende Auf gabe besteht 
darin, DNA Sequenzen bereitzustellen, die fiir neue Mitglieder 
der TGF-/3-Proteinf amilie mit mitogenem und/oder Differenzie- 
rungs-induktivem Potential codieren. Insbesondere besteht die 
Aufgabe der vorliegenden Erf indung darin, die vollstandige DNA- 
und AminosSuresequenz des TGF-Proteins MP121 bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein DNA-Molekiil, das fur ein 
Protein der TGF-/J-Familie codiert und 

(a) den fur das reife Protein codierenden Anteil und gegebe- 
nenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 
gezeigten Nukleotidsequenz, 
. (b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechende Nukleotidsequenz, 

(c) eine einem allelischen Derivat einer der Sequenzen aus (a) 
und (b) entsprechende Nukleotidsequenz, oder 

(d) eine von der Sequenz (a) aufgrund ihrer Herkunft aus 
anderen Wirbeltieren abweichende Sequenz, 

(e) eine mit einer der Sequenzen aus (a) , (b) , (c) oder (d) 
hybridisierende Sequenz umfa£t 

unter der Voraussetzung, dajS ein DNA-Mblekdl gemS0 (e) zumin- 
dest den fur ein reifes Protein der TGF-/?-Familie codierenden 
Anteil enthalt. 

Weitere Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erf indung betref f en 
den Gegenstand der Anspruche 2 bis 10. Andere Merkmale und 
Vorteile der Erfindung gehen aus der Beschreibung der bevor- 
zugten AusfGhrungsformen hervor. Die Sequenzprotokolle und 
Zeichnungen werden jetzt kurz beschrieben. 

SEQ ID N0.1 zeigt die vollstandige Nukleotidsequenz der fur das 
humane TGF-/?-Protein MP121 codierenden DNA. Das ATG-Startcodon 
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beginnt mit Nukleotid 128. Der Start des vollstandigen reifen 
Proteins beginnt besonders bevorzugt mit Nukleotid 836. 

SEQ ID NO. 2 zeigt die vollstandige Aminosauresequenz des 
Praproproteins des humanen TGF-0-Proteins MP121, die aus der in 
SEQ ID NO.l gezeigten Nukleotidsequenz abgeleitet wurde. Der 
Beginn des reifen Proteins liegt vorzugsweise im Bereich der 
Aminosauren 217-240, besonders bevorzugt bei Aminosaure 236 
oder 237, am meisten bevorzugt bei Aminosaure 237. 

SEQ ID NO. 3 zeigt die vollstandige Nukleotidsequenz der fur das 
TGF-15- Protein MP121 aus Maus codierenden DNA. Der codierende 
Bereich beginnt am ATG-Startcodon mit Nukleotid 131 und endet 
am Stoppcodon beginnend mit der Position 1187. Der Start des 
bevorzugten reifen Proteins beginnt mit Nukleotid 839. In der 
genomischen DNA bef indet sich zwischen Position 446 und 447 ein 
ca. 5,5 kb grofies Intron. 

SEQ ID NO. 4 zeigt die vollstandige Aminos&uresequenz des 
Praproproteins des TGF-S-Proteins MP121 aus Maus, die aus der 
in SEQ ID NO. 3 gezeigten Nukleotidsequenz abgeleitet wurde. Der 
Beginn des reifen Proteins liegt in Analogie zum humanen MP121 
in SEQ ID NO. 2 im Bereich der Aminosauren 217-240. Am meisten 
bevorzugt beginnt das reife Protein bei AminosSure 237, so daS 
der reife Anteil wie beim humanen MP121 aus 116 Aminosauren 
besteht. Mitglieder der TGF-S-Familie werden zur Abtrennung des 
maturen Anteils vom precursor haufig hinter einer RXXR 
Spaltstelle geschnitten (siehe Ozkaynak et al., J.Biol.Chem. 
267, 25220-25227 (1992) und die darin zitierte Literatur) . Im 
Falle von MP121 aus Maus ist deshalb auch ein Beginn des reifen 
Proteins zumindest zum Teil mit der Aminosaure 236 denkbar. 

SEQ ID NO. 5 zeigt die Nukleotidsequenz des humanen MP121 Gens 
an den Exon/Intron-Ubergangen. Die Nukleotide aus beiden Exons 
sind durch GroSbuchstaben gekennzeichnet , die des Introns durch 
Kleinbuchstaben . 
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Figur 1 zeigt einen Vergleich der AminosSuresequenz von humanem 
MP121 mit einigen Mitgliedern der TGF-/?-Familie (Inhibin or- und 
£-Ketten) mit Beginn am ersten der sieben konservierten 
Cysteinreste. * bedeutet, da/3 die Aminosaure in alien 
verglichenen Proteinen gleich ist; + bedeutet, da/3 die 
Aminosaure in mindestens einem der Proteine im Vergleich zu 
humanem MP121 ubereinstimmt . 

Figur 2 zeigt die Nukleotidsequenzen der Oligonukleotidprimer, 
die in der vorliegenden Erfindung verwendet wurden und einen 
Vergleich dieser Sequenzen mit bekannten Mitgliedern der TGF-/3- 
Familie. M bedeutet A oder C # S bedeutet C oder G, R bedeutet 
A oder G und K bedeutet G oder T. 2a zeigt die Sequenz des 
Primers OD, 2b zeigt die Sequenz des Primers OID. 

Figur 3 zeigt einen schematisierten Western blot mit Huhner- 
Antikorpern gegen humanen MP121. 

Figur 4 zeigt die Expression von MP121 im Vergleich zu Aktivin 
fi A und in verschiedenen Mausgeweben. 

Figur 5 zeigt einen positiven Einflufi auf das Uberleben von 
dopaminergen Neuronen durch Behandlung mit teilgereinigtem 
MP121. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfaSt der Begrif f "reifes 
Protein" dariiber hinaus aber auch funktionelle Teilbereiche des 
Gesamtproteins, die im wesentlichen gleiche biologische 
AktivitSt aufweisen und vorzugsweise solche Teilbereiche , die 
mindestens den Bereich der sieben in der TGF-S-Familie kon- 
servierten Cysteine umfassen. Insbesondere ist es hierbei 
mSglich, dafi der N-Terminus der reifen Proteine leicht modifi- 
ziert ist, also von den in SEQ ID NO .2 und 4 gezeigten 
Sequenzen abweicht. Es konnen hier sowohl zus&tzliche 
Aminos&uren, die die Funktionalitat des Proteins nicht 
beeinf lussen, vorhanden sein als auch AminosSuren fehlen, 
soweit auch in diesem Fall die Funktionalitat nicht einge- 
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schrankt ist. Bevorzugt ist jedoch, dafi das humane und das 
Maus-Protein alle Aminosauren ab Aminosaure 237 der in SEQ ID 
NO. 2 und SEQ ID NO. 4 gezeigten Aminosauresequenz enthalt. Von 
anderen Familienmitgliedern der TGF-S-Familie ist bereits 
bekannt, da£ das Anhangen zusatzlicher AminosSuren an den N- 
Terminus des reifen Proteins die Aktivitat nicht beeintrach- 
tigt, wobei u.a. 6 zusatzliche Histidine am N-Terminus ange- 
hangt wurden. 

Die vorliegende Erf indung umfa/St also den fur das reif e Protein 
gemafi obiger Definition cbdierenden Anteil und gegebenenf alls 
weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO.l gezeigten 
Nukleotidsequenz sowie Sequenzen, die dieser Sequenz im Rahmen 
der Degeneration des genetischen Codes entsprechen und alle- 
lische Derivate solcher Sequenzen. Weiterhin umfaSt die 
vorliegende Erfindung auch DNA- Sequenzen, die fur ein Protein 
der TGF-15-Familie codieren, welche erhalten wurden aus anderen 
SSugern und welche eine in geringem Umfang aufgrund ihrer 
Herkunft abweichende Sequenz aufweisen, jedoch fUr Proteine mit 
prinzipiell gleicher biologischer Funktion und ebenfalls nur 
gering abweichender Sequenz codieren. Solche Sequenzen weisen 
sehr groSe Ubereinstimmungen miteinander auf, wie aus einem 
Vergleich der SEQ ID NO.l und NO. 3 zu entnehmen ist. 

Weiterhin umfa0t die vorliegende Erfindung auch mit derartigen 
Sequenzen hybridisierende Sequenzen unter der Voraussetzung, 
da/? ein solches DNA-Molekul zumindest den fur ein reifes 
Protein der TGF-/3-Familie (gemafi der obigen Definition) 
codierenden Anteil vollstandig enth&lt und die biologische 
Aktivitat erhalten bleibt. 

Der Begriff "funktioneller Anteil" im Sinne der vorliegenden 
Erfindung bedeutet einen Proteinanteil, der in der Lage ist, 
z.B. als Signalpeptid-, Propeptid- bzw. reifer Proteinanteil zu 
wirken, d.h. mindestens eine der biologischen Funktionen der 
nattirlichen Anteile von MP121 erftillen. 
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Der fur den reifen Anteil des Proteins codierende Bereich 
reicht im Fall des bevorzugten humanen MP121 vorzugsweise von 
Nukleotid 83 6 bis zum Stoppcodon, welches bei Nukleotid 1184 
der in der SEQ ID No.l gezeigten Sequenz beginnt. 
Gegebenenfalls kann das DNA-Molekul noch weitere funktionelle 
Anteile der in SEQ ID NO.l gezeigten Sequenz umfassen, namlich 
die fur den Signal oder/und Propeptidanteil codierenden 
Nukleotidsequenzen. Besonders bevorzugt umfa/St das DNA-Molekiil 
die Sequenz fur den Signal- und Propeptidanteil und den Anteil 
des reifen Proteins, d.h. die Nukleotide 128 bis 1184 der in 
SEQ ID NO.l gezeigten Sequenz. Im Fall des bevorzugten Maus- 
MP121 reicht der fur den reifen Anteil des Proteins codierendie 
Bereich vorzugsweise von Nukleotid 83 9 bis zum Stoppcodon 
beginnend mit der Position 1187, der in SEQ ID NO. 3 gezeigten 
Sequenz. Gegebenenfalls kann das DNA-Molekiil auch noch weitere 
funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 3 gezeigten Sequenz 
umfassen, namlich ggf. Signal- oder/und Propeptidanteil 
codierende Nukleotidsequenzen. 

Andererseits konnen die DNA-Molekule neben dem fur das reife 
Protein codierenden Anteil auch noch funktionelle Signal - 
oder/und Propeptidanteile von anderen Proteinen, z.B. von 
Proteinen mit Cystine Knot Motif (Cell, Vol. 73 (1993), S. 421- 
424) und insbesondere von anderen Proteinen der TGF-/3-Familie, 
z.B. den oben genannten Aktivin/Inhibin- oder BMP- Proteinen, 
insbesondere auch MP52 (siehe PCT/EP94/02630) umfassen. Die 
entsprechenden Nukleotidsequenzen sind aus den oben genannten 
Referenzen zu entnehmen, auf deren Offenbarung hiermit Bezug 
genommen wird. Wichtig ist hierbei, daS der richtige Leserahmen 
fur das reife Protein erhalten bleibt. Je nachdem, in welchen 
Wirtszellen die Expression stattfindet, konnte das Vorhanden- 
sein einer anderen Signalsequenz oder/und eines anderen 
Propeptidanteils die Expression positiv beeinf lussen. Der 
Austausch von Propeptidanteilen durch entsprechende Anteile 
anderer Proteine ist z.B. bei Mol. Endocrinol. 5 (1991), 149- 
155 und Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 2905-2909 be- 
schrieben. 
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Obwohl die allelischen, degenerierten, aus anderen Wirbeltieren 
stammenden und hybridisierenden Sequenzen, die von der 
vorliegenden Erf indung umf a/Jt werden, strukturelle Unterschiede 
aufgrund geringfiigiger Anderungen in der Nukleotid- oder/und 
Aminosauresequenz aufweisen, besitzen die von derartigen 
Sequenzen codierten Proteine noch im wesentlichen die gleichen 
mitzlichen Eigenschaf ten, die ihren Einsatz in grundsatzlich 
den gleichen medizinischen Anwendungen ermoglichen. 

Gema/S vorliegender Erf indung bedeutet die Bezeichnung "Hybri- 
disierung" ubliche Hybridisierungsbedingungen, vorzugsweise 
Bedingungen mit einer Salzkonzentration von 6 x SSC bei 62 bis 
66°C / gefolgt von einem einstiindigen Waschen mit 0,6 x SSC, 0,1 
% SDS bei 62 bis 66°C. 

Bevorzugte Ausf iihrungsformen der vorliegenden Erfindung sind 
DNA- Sequenzen, wie oben definiert, die aus Wirbeltieren, 
vorzugsweise Saugern, wie etwa Schweinen, Kuhen und Nagern, wie 
etwa Ratten oder MSusen, und insbesondere von Primaten, wie 
etwa Menschen, erhaltlich sind bzw. entsprechenden Sequenzen 
nachgebildet sind. 

Eine besonders bevorzugte Aus fuhrungs form der vorliegenden 
Erfindung sind die in SEQ ID NO. 1 und 3 gezeigteri und als 
humanes bzw. Maus-MP121 bezeichneten Sequenzen. Die Transkripte 
von MP121 wurden aus Leber-Gewebe erhalten und codieren fiir ein 
Protein, das eine betrachtliche Aminosaurehomologie zum reifen 
Teil der Inhibin/Aktivin-artigen Proteine zeigt (siehe Figur 
1) . Die Proteinsequenzen von humanem a-Inhibin, Inhibin )S A 
(Aktivin S A ) und Inhibin jS B (Aktivin S^) sind bei Mason et al. 
(Biochem. Biophys. Res. Comm. 135, 957-964 (1986)) beschrieben. 
Einige typische Sequenzhomologien, die fur bekannte Inhibin- 
Sequenzen spezifisch sind, wurden auch im Propeptidteil von 
MP121 gefunden, wahrend andere Teile des Propeptids von MP121 
erhebliche Unterschiede zu Inhibin-Propeptiden zeigen. 
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Nach bisherigen Erkenntnissen unterscheiden sich aber die 
Expressionsmuster von MP121 und den Aktivinen. Wahrend Aktivine 
hauptsachlich in den Gonaden exprimiert werden (Aktivin fi A in 
Ovarien und Aktivin Sg in Hoden und Ovarien) , wird MP121 
hauptsachlich in der Leber exprimiert. Die Sensitivitat in den 
bisherigen Versuchen ist jedoch noch nicht ausreichend, urn eine 
auch geringe Expression nachzuweisen. So ist fur die Aktivine 
in der Literatur bspw. beschrieben, daS auch aufierhalb der 
Gonaden Expression in verschiedenen Ratterigeweben sowohl in 
adulten Tieren (Meunier et al. # Proc.Natl. Acad. Sci. USA 85, 
247-251 (1988)) als auch wahrend der Embryonalentwicklung 
(Roberts et al., Endocrinology 128, 3122-3129 (1991)) 
nachweisbar ist. Es ist daher auch fur MP121 moglich, daS eine 
Expression in anderen Geweben noch festgestellt wird. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Vektor, der mindestens eine Kopie eines erf indungsgema/3en DNA- 
Molekuls enthalt. In einem derartigen Vektor ist die erfin- 
dungsgemajSe DNA-Sequenz vorzugsweise operativ mit einer 
Expressionskontrollsequenz verknupft. Solche Vektoren eignen 
sich zur Herstellung von TGF-/3-artigen Proteinen in stabil- 
oder transient-transf ormierten Zellen. Verschiedene Tier-, 
Pflanzen-, Pilz- und Bakteriensysteme konnen zur Transformation 
und die anschliejSende Kultivieirung verwendet werden. Vorzugs- 
weise enthalten die erf indungsgemajSen Vektoren fiir die Replika- 
tion in der Wirtszelle notwendige Sequenzen und sind autonom 
replizierbar . Weiterhin ist die Verwendung von Vektoren 
bevorzugt, die selektierbare Markergene enthalten, wodurch die 
Transformation einer Wirtszelle nachweisbar ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Wirtszelle, die 
mit einer erf indungsgemSjSen DNA oder einem erf indungsgemajSen 
Vektor transf ormiert ist. Beispiele von geeigneten Wirtszellen 
umf assen verschiedene eukaryontische und prokaryontische Zellen 
wie, etwa E.coli, Insektenzellen, Pf lanzenzellen, Saugerzellen 
und Pilze, wie etwa Hefe. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist ein Protein der TGF- 
/?-Familie, das von einer DNA-Sequenz nach Anspruch 1 codiert 
wird. Vorzugsweise weist das erf indungsgemajSe Protein die in 
SEQ ID NO. 2 oder SEQ ID NO. 4 gezeigte Aminosauresequenz oder 
gegebenenfalls funktionelle Anteile davon (wie oben def iniert) 
auf und zeigt biologische Eigenschaf ten, wie etwa Gewebe- 
induktive Fahigkeiten, die moglicherweise fiir eine 
therapeutische Anwendung relevant sind. Die oben genannten 
Merkmale des Proteins konnen abhangig von der Bildung von 
Homodimeren oder Heterodimeren mit anderen Proteinen mit 
Cystine Knot Motif und insbesondere TGF-/3-Proteinen variieren. 
Solche Strukturen konnen sich ebenfalls fur klinische 
Anwendungen geeignet erweisen und bilden daher ebenfalls einen 
Gegenstand der vorliegenden Anmeldung. Bevorzugte Heterodimere 
schliefien Heterodimere aus einem Monomer des erf indungsgemafien 
Proteins und Monomeren der a?- , 2A- oder SB-Inhibin-Ketten ein. 
Die sich aus der Heterodimerbildung ergebenden Eigenschaf ten 
konnen mehr in Richtung der Eigenschaf ten von Aktivin bzw. 
Inhibinen verschoben sein. Wenn z.B. ein Heterodimer mit 
Inhibin a-Proteinen bzw. mit anderen Inhibin fi-Proteinen 
gebildet wird, wird davon ausgegangen, dafi das MP 121/Inhibin 
(a-Kette)- bzw. MP 121/Aktivin (S A oder ^-Kette) -Heterodimer 
die Herstellung von Follikel-stimulierendem Hormon (FSH) 
inhibieren bzw. aktivieren konnte. MP 121/Aktivin Heterodimere 
konnten auch z*B. EinfluS auf die Mesoderm-Entwicklung nehmen. 
Es kann weiterhin erwartet werden, daS heterodimere Formen mit 
einem Mitglied der BMP-Gruppe der TGF-S-Proteine dazu fuhren, 
daS BMP-ahnliche Aktivitaten verstarkt werden, wie z.B. die 
Fahigkeit, die Knochenbildung, Knorpelbildung oder Bildung von 
Bindegewebe zu induzieren bzw. zu fordern. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind daher heterodimere 
Proteine eines erf indungsgemafien Proteins der TGF-E-Familie, 
das von einer DNA-Sequenz nach Anspruch 1 codiert wird, mit 
einem Monomer eines Proteins mit Cystine Knot Motif, bevorzugt 
eines anderen Mitglieds der TGF-fc-Familie , Ahnliche heterodi- 
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mere Proteine sind in der WO93/09229, EP 6 626 451 A2 und J. 
Biol. Chem. 265 (1990), 13198-13205 beschrieben. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind chimare Proteine, 
die funktionelle Derivate bzw. Anteile eines von einer 
erf indungsgemaSen, von einer DNA-Sequenz codierten Proteins, 
wie vorzugsweise in SEQ ID NO. 2 bzw. SEQ ID NO. 4 gezeigt, 
insbesondere funktionelle Anteile des reif en Proteins aufweisen 
und daruber hinaus Anteile eines anderen Proteins. Das andere 
Protein kann hierbei wiederum ein Protein mit Cystine Knot 
Motif sein, das vorzugsweise auch zur TGP-S-Familie geh6rt, wie 
z.B. insbesondere MP 52 (PCT/EP94/02630) . Es konnen jedoch auch 
Anteile eines komplett anderen Proteins vorhanden sein, z.B. 
Rezeptor-bindende Domanen von Proteinen, welche dem ursprung- 
lichen MP 121-Protein eine andere SpezifitSt verleihen. 

Die biologischen Eigenschaf ten der erf indungsgem&/?en Proteine, 
vorzugsweise MP121, konnen z.B. in Assays gemS/? Wrana et al. 
(Cell 71, 1003-1014 (1992)), Ling et al. (Proc. Natl. Acad, of 
Science, 82, 7217-7221 (1985)), Takuwa et al . (Am. J. Physiol., 
257, E797-E803 (1989)), Fann und Patterson (Proc. Natl. Acad, 
of Science, 91, 43-47 (1994)), Broxmeyer et al . (Proc. Natl. 
Acad, of Science, 85, 9052-9056 (1988)), Green et al. (Cell, 
71, 731-739 (1992)), Partridge et al . (Endocrinology, 108, 213- 
219 (1981)) Oder Krieglstein et al. (EMBOJ.14, 736-742 (1995)) 
bestimmt werden. 

Uberlebensfordernde Effekte auf dopaminerge Neurone in vitro 
wurden beschrieben fiir Aktivin A und TGF-S 1, -2 und -3 
(Krieglstein et al., EMBO J. 14, 736-742 (1995) und Krieglstein 
. et al., Neuroscience 63, 1189-1196 (1994)) . Fur teilgereinigtes 
MP121 konnte gezeigt werden, daS das Uberleben dopaminerger 
Neurone in einer 8-Tage Kultur uber den EinfluS von 
KontrolKiberstand hinaus gefordert wird (Figur 5) . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung eines Proteins der TGF-j3-Familie, 
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welches dadurch gekennzeichnet ist, da/3 man eine mit einer 
erf indungsgema/3en DNA oder einem erf indungsgemS/Jen Vektor 
transformierte Wirtszelle kultiviert und das TGF-/3- Protein aus 
der Zelle oder/und aus dem Kulturuber stand gewinnt. Ein solches 
Verfahren umfa^t die Kultivierung der transf ormierten Wirts- 
zelle in einem geeigneten Kulturmedium und die Reinigung des 
erzeugten TGF-/J-artigen Proteins. Auf diese Weise ermoglicht 
das Verfahren die Herstellung einer ausreichenden Menge des 
gewunschten Proteins zum Einsatz bei der medizinischen Behand- 
lung oder in Anwendungen unter Verwendung von Zellkulturtechni- 
ken, bei denen Wachstumsf aktoren bendtigt werden. Die Wirts- 
zelle kann ein Bakterium, wie etwa Bacillus oder E.coli, ein 
Pilz, wie etwa Hefe, eine Pf lanzenzelle, wie etwa Tabak, 
Kartoffel oder Arabidopsis oder eine tierische Zelle, ins- 
besondere eine Wirbeltierzellinie, wie etwa Mo-, Cos- oder CHO- 
Zellinien oder eine Insektenzellinie sein. Unter Ausnutzung des 
Baculovirus Systems kann eine Expression auch in Insektenlarven 
erfolgen. Bei der Herstellung in Bakterien kann es vorkommen, 
daB das erf indungsgemSSe Protein in Form von EinschluSkorpern 
{inclusion bodies) produziert wird. Diese inclusion bodies 
werden dann nach an sich bekannten Methoden renaturiert und das 
Protein dann in einer aktiven Form erhalten (siehe z.B. 
Jaenicke, R. u. Rudolph, R., Protein Structure, ed. Creighton, 
T.E., IRL Press, Chapter 9) . Zur Herstellung von heterodimeren 
Proteinen mit anderen Mitgliedern der TGF-S-Familie werden 
beide Proteinmonomere entweder in derselben Zelle oder getrennt 
exprimiert, wobei auch eine gemeinsame Renaturierung bei 
anf allenden Formen von inclusion bodies geeignet erscheint . Bei 
Coexpression in derselben Zelle sind insbesondere auch virale 
Systeme, wie z.B. das Baculoviren- System oder das Vaccina Virus 
System geeignet. Die Herstellung von heterodimeren Proteinen 
ist prinzipiell dem Fachmann bekannt und z.B. in der WO93/09229 
und der EP 0 626 451 A2 beschrieben. 

Die Herstellung von chimaren Proteinen mit anderen Protein- 
anteilen erfordert eine entsprechende Veranderung auf DNA- 
Ebene, die dem Fachmann gelaufig ist und durch ihn durchgefuhrt 
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werden kann (EMBO J. 10 (1991), 2105-2110; Cell 69 (1992), 329- 
341; J. Neurosci. 39 (1994), 195-210). 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist die 
Bereitstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen, die eine 
pharmazeutisch wirksame Menge eines erf indungsgemajSen TGF-/3- 
artigen Proteins als Wirkstoff enthalten. Gegebenenf alls umfajSt 
eine solche Zusammensetzung einen pharmazeutischen aktzeptablen 
Trager-, Hilfs-, Verdiinnungs- oder Fullstoff. Eine solche 
pharmazeutische Zusammensetzung kann bei der Wundheilung und 
Gewebewiederherstellung alleine oder in Kombination mit anderen 
Wirkstoff en, z.B. anderen Proteinen der TGF-jS-Faniilie oder 
Wachstumsf aktoren, wie etwa EGF (epidermal growth factor) oder 
PDGF (platelet derived growth factor) verwendet werden. Ferner 
kann eine solche pharmazeutische Zusammensetzung bei der 
Krankheitspravention verwendet werden. 

Weitere Gegenstande sind pharmazeutische Zusammensetzungen, die 
erf indungsgem&Se heterodimere Proteine oder/und chimSre 
Proteine enthalten. 

Bevorzugt wird die erf indungsgemafie pharmazeutische Zusammen- 
setzung eingesetzt zur Behandlung und Prevention von Knochen-, 
Knorpel-, Bindegewebs- , Haut-, Schleimhaut- , Endothel-, 
Epithelial-, Neuronal-, Him-, Renal- oder ZahnschSdigungen, 
zur Anwendung bei Zahnimplantaten, zur Anwendung in Wundhei- 
lungs- oder Gewebewiederherstellungsprozessen, als Morphogen 
zum Einsatz zur Induktion von Lebergewebewachstum, Induktion 
der Proliferation von VorlSuf erzellen oder Knochenmarkszellen, 
zur Beibehaltung eines Dif f erenzierungszustandes und zur 
Behandlung von Fertilitatsstorungen oder zur Empf Sngnisverhii- 
tung. Weiterhin kann die erf indungsgemafie pharmazeutische 
Zusammensetzung eingesetzt werden bei der Behandlung von 
Stof fwechselerkrankungen wie z.B. Erkrankungen des Verdauungs- 
systems oder Erkrankungen, die den Blutzuckerspiegel betreffen. 
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Eine andere mogliche klinische Anwendung des erf indungsgema/3en 
TGF-/3-artigen Proteins ist die Verwendung als Suppressor der 
Immunreaktion zur Vermeidung der Absto/3ung von Organtrans- 
plantaten oder ein Einsatz im Zusammenhang mit der Angiogenese. 
Ferner kann das erf indungsgemS/Je Protein zur FertilitSts- 
steigerung oder Empf angnisverhiitung eingesetzt werden. Die 
erf indungsgem§/Se pharmazeutische Zusammensetzung kann auch 
prophylaktisch oder in der kosmetischen Chirugie verwendet 
werden. Weiterhin ist die Anwendung der Zusammensetzung nicht 
auf Menschen beschr&nkt, sondern kann auch Tiere, insbesondere 
Haus- und Nutztiere umfassen. 

Im ubrigen kann bei heterodimeren Proteinen und chimaren 
Proteinen die Einsatzmoglichkeit und Spezifitat auch durch den 
Anteil des anderen Proteins bzw. anderen Monomers wie gewunscht 
variiert werden. 

Generell konnen mit den erf indungsgemSfien Proteinen Krankheiten 
behandelt werden, die mit der Expression von MP 121 zusammen- 
hSngen, einerseits durch die Erhohung der Menge bzw. der 
Aktivitat an vorhandenem MP 121, auf der anderen Seite auch 
durch Unterdruckung der MP 121-Aktivitat . So ist ein weiterer 
Gegenstand der Erfindung die Herstellung von Antisense-Nu- 
kleinsauren und Ribozymen, die die Translation von MP 121 
hemmen. Diese Hemmung kann entweder durch Maskieren der mRNA 
mit einer Antisense-Nukleinsaure erfolgen oder durch Spaltung 
mit einem Ribozym. 

Die Herstellung von Antisense-Nukleinsauren ist bekannt 
(Weintraub, H.M W Scientific American 262: 40 (1990)). Die 
Antisense-Nukleinsauren hybridisieren mit der entsprechenden 
mRNA und bilden ein doppelstrangiges Molekul, welches dann 
nicht mehr translatiert werden kann. Die Verwendung von 
Antisense-Nukleinsciuren ist z.B. aus Marcus -Sekura, C.J., Anal. 
Biochem. 172 (1988), S. 289-295 bekannt. 
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Ribozyme sind RNA-Molekiile , die die Fahigkeit besitzen, 
spezif isch andere einzelstrangige RNA-Molekiile ahnlich wie DNA- 
Restriktionsendonukleasen zu spalten. Die Herstellung von 
Ribozymen ist in Cech, J. Amer. Med. Assn. 260 (1988), S. 3030 
beschrieben. 

Erf indungsgemafi ist es hierbei auch moglich, geeignete Vektoren 
mit der erf indungsgemaSen DNA-Sequenz in vitro Oder in vivo in 
Patientenzellen zu transf izieren oder die Vektoren in vitro in 
Zellen zu transf izieren und diese dann einem Patienten zu 
implantieren. Ebenso konnen MP 121-Antisense-Polynukleotide in 
Zellen eingebracht werden, die eine ungewunschte Expression von 
MP 121 zeigen. 

Eine Unterdruckung der MP 121-Aktivitat kann auch erfolgen 
durch Bindung von Molekulen, die im Gegensatz zu MP 121 keine 
Signalweiterleitung auslosen, an die MP 121-Rezeptoren. 

Es sind daher im Rahmen der Erfindung auch die Rezeptoren fiir 
MP 121 an Zellen von Interesse. Zum Auffinden von Rezeptoren 
konnen zunachst verschiedene Zellinien auf ihr Bindungsverhal- 
ten von radioaktiv markiertem MP121 ( 125 J-MP121) mit anschlies- 
sendem cross-linking getestet werden. Von Zellen, die MP121 
binden # kann nachfolgend eine cDNA-Bibliothek in einem Ex- 
pressionsvektor (erhaltlich bei InVitrogen) angelegt werden. 
Zellen, die mit Rezeptor-cDNA transf iziert wurden, konnen dann 
uber die Bindung von radioaktiv markiertem MP121 selektiert 
werden. Dies sind dem Fachmann bekannte Methoden, wie sie z.B. 
fur die Isolierung von Aktivin- (Mathews, L.S. & Vale, W.W., 
Cell 65 (1991), 973-982) und TGF-fi-Rezeptoren Typ II (Lin, H. 
Y. et al., Cell 68 (1992), 775-785) verwendet wurden. Es ist in 
Analogie zu den bekannten Aktivin -Rezeptoren zu vermuten, da£ 
es sich bei dem MP121-Rezeptor ebenfalls urn einen in diese 
Familie gehorenden Rezeptorkomplex handelt, so dafi zum Auf- 
finden von Teilen des heteromeren Komplexes weitere dem 
Fachmann bekannte Methoden, wie z.B. PCR mit degenerierten 
Oligonukleotiden, verwendet werden kdnnen. Diese Methode ist 
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z.B. auch bei den Aktivin- und TGF-£-Rezeptoren Typ I angewen- 
det worden (Tsuchida et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 90 
(1993), 11242-11246; Attisano et al . , Cell 75 (1993), 671-680; 
FranzSn et al., Cell 75 (1993), 681-692). 

Schlie/31ich ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ein Antikorper, der spezifisch an die erfindungs- 
gemajSen Proteine binden kann, oder ein derartiges Antikorper- 
fragment (z.B. Fab oder Fab') . Verfahren zur Herstellung eines 
solchen spezifischen Antikorpers oder Antik6rperf ragments 
gehoren zum allgemeinen Fachwissen des Durchschnittfachmanns . 
Vorzugsweise ist ein solcher Antikorper ein monoklonaler 
Antikorper. Solche Antikorper oder Antikorperf ragmente konnten 
sich auch fiir diagnostische Methoden eignen. 

Weiterhin soil die Erfindung durch die folgenden Beispiele 
veranschaulicht werden. 

Beispiel 1 
Isolierung von MP121 

1.1 Gesamt RNA wurde aus menschlichem Lebergewebe (40 jahriger 
Mann) nach der Methode von Chirgwin et al. (Biochemistry, 18, 
5294-5299 (1979)) isoliert . Poly (A+) -RNA wurde aus der Gesamt - 
RNA durch Oligo (dT) -Chromatographie gema/8 den Vorschrif ten des 
Herstellers (Stratagene Poly (A) Quick-Saulen) abgetrennt. 

1.2 Fur die reverse Transkriptionsreaktion wurden 1 bis 2 ,5 
fxg Poly (A+) -RNA fur 5 Minuten auf 65°C erhitzt und schnell auf 
Eis abgekiihlt . Das Reaktionsgemisch enthielt 27 U RNA- Guard 
(Pharmacia), 2,5 /xg Oligo (dT) 12 . 18 (Pharmacia), 5 x Puffer (250 
mmol/1 Tris/HCl pH 8,5, 50 mmol/1 MgCl 2 , 50 mmol/1 DTT, 5 
mmol/1 von jedem dNTP, 600 mmol/1 KC1) und 20 U AMV reverse 
Transcriptase (Boehringer Mannheim) pro fig Poly (A+) -RNA. Das 
Reaktionsgemisch (25 /xl ) wurde 2 Stunden lang bei 42 °C inku- 
biert. Der cDNA Pool wurde bei -20°C aufbewahrt. 
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1.3 Die in Figur 2 gezeigten Deoxynukleotidprimer OD und OID 
wurden auf einem automatischen DNA-Synthesizer (Biosearch) 
hergestellt. Die Reinigung erfolgte durch denaturierende 
Polyacrylamidgelelektophorese und Isolierung der Hauptbande aus 
dem Gel durch Isotachophorese . Die Oligonukleotide wurden durch 
Vergleich der Nukleinsauresequenzen von bekannten Mitgliedern 
der TGF-/3-Familie und Auswahl von Regionen mit hoher Kon- 
servierung entworfen. Ein Vergleich dieser Region ist in Figur 
2 gezeigt. Zur Erleichterung der Klonierung enthielten beide 
Oligonukleotide Eco Rl-Schnittstellen und OD enthielt zusStz- 
lich eine Nco I-Restriktionsschnittstelle an seinem 5' -Termi- 
nus . 

1.4 Bei der PCR-Reaktion wurde 20 ng Poly (A+) -RNA entspre- 
chende cDNA (siehe 1.2) als Ausgangsmaterial verwendet. Die 
Reaktion wurde in einem Volumen von 50 /xl durchgefiihrt und 
enthielt 1 x PCR-Puffer (16,6 mmol/1 (NH 4 ) 2 S0 4 , 67 mmol/1 
Tris/HCl pH 8,8, 2 mmol/1 MgCl 2/ 6,7 /xmol/1 EDTA, 10 mmol/1 0- 
Mercaptoethanol , 170 /ig/ml Rinderserumalbumin (Gibco) , 200 
junol/1 von jedem dNTP (Pharmacia), 30 pmol von jedem Oligonu- 
kleotid (OD und OID) und 1,5 U Taq- Polymerase (AmpliTaq, Perkin 
Elmer Cetus) . Das Reaktionsgemisch wurde mit Paraffin iiber- 
schichtet und es wurden 40 PCR-Zyklen durchgef uhrt . Die 
Produkte der PCR-Reaktion wurden durch Phenol/Chloroform- 
Extraktion gereinigt und durch Ethanolprazipitation konzen- 
triert . 

1.5 Die Halfte der PCR-Reaktionsprodukte wurde mit den 
Restriktionsenzymen SphI (Pharmacia) und AlwNI (Biolabs) 
entsprechend den Vorschriften des Herstellers gespalten. Die 
zweite HSlfte wurde in einer Serie von Reaktionen mit Ava I 
(BRL) , AlwN I (Biolabs) und Tfi I (Biolabs) geschnitten. Die 
Restriktionen wurden in 100 /*1 mit 8 U Enzym uber 2 bis 12 
Stunden bei 37°C durchgefiihrt (au/3er bei Tfi I bei 65 °C) . 

1.6 Die Produkte der Restriktionsspaltung wurden durch 
Agarosegelelektrophorese f raktioniert . Nach Anfarbung mit 
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Ethidiumbromid wurden nicht gespaltene Amplif ikationsprodukte 
aus dem Gel herausgeschnitten und durch Phenolextraktion 
isoliert. Die erhaltene DNA wurde anschlie/Send zweimal durch 
Phenol /Chlorof orm-Extraktion gereinigt . 

1.7 Nach Ethanolprazipitation wurde ein Viertel oder ein 
Fxinftel der isolierten DNA reamplif iziert, wobei die gleichen 
Bedingungen wie fur die primare Amplif ikat ion verwendet wurden, 
au/Ser da/3 die Anzahl der Zyklen auf 13 verringert wurde. Die 
Reamplif ikationsprodukte wurden gereinigt, mit den gleichen 
Enzymen wie oben geschnitten und die ungeschnittenen Produkte 
wurden, wie oben fur die Amplif izierungsprodukte erl&utert, aus 
Agarosegelen isoliert. Der Reamplif izierungsschritt wurde 
wiederholt . 

1.8 Nach der letzten Isolierung aus dem Gel wurden die 
Amplif ikationsprodukte durch 4 U Eco RI (Pharmacia) unter den 
vom Hersteller empfohlenen Bedingungen gespalten. Ein Viertel 
des Restriktionsgemisches wurde in den mit Eco RI gespaltenen 
Vektor pBluescript SK+ (Stratagene) ligiert. Nach Ligation 
wurden 24 Klone jeder Enzymkombination durch Sequenzieren 
weiteranalysiert . Der Ansatz, der mit AlwN I und Sph I ge- 
schnitten wurde, enthielt keine neuen Sequenzen, nur BMP 6 und 
Inhibin 0A Sequenzen. 19 identische neue Sequenzen, MP121 
genannt, wurden in den mit Ava I, AlwN I und Tfi I geschnitte- 
nen AnsStzen gefunden. Diese Plasmide wurden pSK-MP121 (OD/OID) 
genannt, Eine Sequenz unterschied sich von dieser hauptsachlich 
gefundenen Sequenz an zwei Nukleotiden. Die Ligation und 
Transformation in E.coli wurde wie in Sambrook et al., Molecu- 
lar cloning: A laboratory manual (1989) beschrieben durch- 
gef iihrt . 

Der Klon wurde zum 3'-Ende der cDNA nach der ausfuhrlich von 
Prohmann (verof f entlicht von Perkin-Elmer Corp., Amplifica- 
tions, 5, 11-15 (1990)) beschriebenen Methode vervollstandigt . 
Dieselbe Leber-mRNA, welche zur Isolation des ersten MP121 
Fragmentes benutzt wurde, wurde, wie oben beschrieben, revers 
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transcribiert unter Verwendung von Oligo dT (16mer) verbunden 
mit dem Adapterprimer (AGAATTCGCATGCCATGGTCGACGAAGC -T 16 ) . Die 
Amplif ikat ion wurde mit dem Adapterprimer 
(AGAATTCGCATGCCATGGTCGACG) und einem internen Primer 
(GGCTACGCCATGAACTTCTGCATA) , nach der MP121 Sequenz hergestellt, 
durchgef tihrt . Die Amplif ikationsprodukte wurden mit einem 
weiteren internen Primer ( ACATAGCAGGCATGCCTGGTATTG ) , 
hergestellt nach der MP-121 Sequenz, und dem Adapterprimer 
reamplif iziert. Die Reamplif ikationsprodukte wurden nach 
Restriktion mit Sph I in den ebenso geschnittenen Vektor pT7/T3 
U19 (Pharmacia) kloniert und sequenziert. Die Klone wurden 
durch ihre Sequenzuberlappung mit dem bereits bekannten Teil 
der MP121-Sequenz charakterisiert . Ein Klon, genannt p!21Lt 3' 
MP13, wurde benutzt, urn ein Nco I (stumpf gemacht mit T4 
Polymerase) /Sph I Fragment zu isolieren. Dieses Fragment wurde 
in einen der oben erwahnten pSK-MP121 (OD/OID) Vektoren 
kloniert, dessen OD-Primer Sequenz zum T7 Primer der pSK 
Multiple Cloning Site orientiert war. Dazu wurde der Vektor mit 
SphI und Smal restringiert . Das Konstrukt wurde pMP121DFus6 
genannt. Es beinhaltet die MP121 Sequenz von Position 922 bis 
1360 wie in SEQ ID N0,1 gezeigt. 

1.9 Ein Dde I Fragment von pMP121DFus6, welches von Position 
931 bis 1304 in SEQ ID N0.1 reicht, wurde zum Screenen einer 
humanen Leber cDNA Library (Clontech, # HL3006b, Lot 36223) 
verwendet, wie es ausfuhrlich bei Ausubel et al. (Current 
Protocols in Molecular Biology, verdf f entlicht von Greene 
Publishing Associates und Wiley- Interscience (1989) ) beschieben 
ist. Aus 8,1 x 10 5 Phagen wurden 24 Mischplaques gepickt und 
vereinzelt. Daraus wurden 10 Klone, die mit PCR unter Ver- 
wendung der Primer L02 (ACATAGCAGGCATGCCTGGTATTG) und LOI1 
(CTGCAGCTGTGTTGGCCTTGAGA) aus dem Dde I Fragment, ein positives 
Signal ergaben, ausgewahlt und vereinzelt. Die cDNA wurde uber 
eine EcoR I -Restriktion aus den Phagen isoliert und in den 
ebenfalls mit Eco RI gespaltenen pBluescript SK-Vektor klo- 
niert . 
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Eine Sequenzierung eines der resultierenden Plasmide, 
SK121L9.1, zeigte, da/? das Startcodon an Position 128 von SEQ 
ID NO.l beginnt, da drei Stoppcodons in-frame vor diesem 
Startcodon an Position 62, 77 und 92 liegen. Der Start des 
reifen MP121 liegt bei Position 836 von SEQ ID NO.l, legt man 
die Sequenzanalogie zu anderen TGF-j3 Proteinen zu Grunde, was 
der Aminosaure 237 in SEQ NO. 2 entspricht. Das Stoppcodon 
beginnt an Position 1184 der SEQ ID NO.l. 

Das Plasmid SK121L9.1 wurde unter der Hinterlegungsnummer 9177 
bei der DSM am 26.4.94 hinterlegt. 

1.10 Isolation der MP121 cDNA und genomischer DNA aus Maus : 
Die Sequenzinformationen aus der humanen MP121 Sequenz wurden 
zur Isolation der MP121 Sequenz aus der Maus genutzt. Die dazu 
angewendeten Methoden sind alle dem Fachmann bekannt und z.B. 
in Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al . , 
Greene Publishing Associates and Wiley- Interscience, Wiley & 
Sons, 1987-1995) oder bei Molecular Cloning (Sambrook et al . , 
second edition, Cold Spring Harbour Laboratory Press 1989) 
beschrieben. 

Zun&chst wurden die Primer ACGAATTCCGACGAGGCATCGACTGC und 
GCGTCGACTACCATGTCAGGTATGTC von der humanen MP121 Sequenz mit 
zus&tzlichen Restriktionsschnittstellen am 5'Ende (EcoR I bzw. 
Sal I) synthetisiert. Diese Primer wurden auf genomischer Maus 
DNA zur Amplification eingesetzt. Das entstehende 0.35 kb 
Fragment wurde in den * Bluescript Vektor (Stratagene) 
subkloniert und als radioaktive Sonde eingesetzt. Es wurde 
sowohl eine X-Bank mit genomischer Maus DNA als auch eine Bank 
mit cDNA nach Standardmethoden gescreent. Die cDNA wurde aus 
RNA, die aus Mausleber isoliert war, synthetisiert und mit EcoR 
I/Not I-linkern versehen in XgtlO kloniert. 

Sowohl aus der genomischen als auch aus der cDNA Bank wurden 
MP121 Klone isoliert. Eine die gesamte codierende Sequenz 
enthaltende cDNA wurde in die EcoR I Schnittstelle des Vektors 
Bluescript SK (Stratagene) subkloniert und das resultierende 
Plasmid SKMP121 Maus bei der DSM am 10.05.1995 hinterlegt (DSM 
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9964) . Die vollstandige Sequenzierung ergab die in SEQ ID NO. 3 
gezeigte Sequenz. Das Startcodon beginnt an Position 131 in SEQ 
ID NO .3 und endet mit dem Stoppcodon beginnend an der Position 
1187. Das aus der Sequenz abgeleitete Protein ist in SEQ ID 
NO. 4 gezeigt. 

Subklonierung und Analyse der MP121 enthaltenden Klone aus der 
genomischen Bank ergab, dafi die MP121 Sequenz im 
Propeptidanteil ein Intron von ca. 5,5 kb enthalt. Dieses 
Intron befindet sich zwischen den Positionen 446 und 447 in SEQ 
ID NO. 3. Die Exon/Intron Ubergange sind in SEQ ID NO. 5 gezeigt. 



Beispiel 2 

Expression von MP121 

Die Expression von MP121 ist sowohl in eukaryontischen als 
auch in prokaryontischen Systemen moglich. 

Fur die Expression in Prokaryonten wurde nur der reife Anteil 
von MP121 verwendet. Nach Aufreinigung kann das in E.coli als 
Monomer exprimierte reife MP121 Protein dann zu einem Dimer 
zuriickgefalten werden. Urn die Aufreinigung des MP121 zu 
vereinfachen, konnen an den N-Terminus des reifen Proteins 
zusatzlich 6 Histidine gehSngt werden, die durch Bindung an 
Nickelchelat-Saulen die Aufreinigung des Proteins erleich- 
tern. 

Beispielhaft wurde der reife Anteil von humanem MP121 
(Aminosaure 237 bis 352 in SEQ ID NO. 2) mit 13 zusatzlichen 
Aminosauren einschlieSlich 6 Histidinen am N-Terminus 
(MHHHHHHKLEFAM) in dem prokaryontischen Vektor pBP4 
exprimiert. Dieser Vektor ist ein pBR322 Derivat mit 
Tetracyclinresistenz der zus&tzlich den T7 Promoter aus dem 
pBluescript II SK Plasmid (Stratagene) enthalt. Weiterhin 
enthalt der Vektor nach dem T7- Promoter eine ribosomale 
Bindestelle und ein Startcodon gefolgt von 6 Codons fur 
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Histidin. Hinter mehreren singularen Restriktionsschnitt- 
stellen wie Eco RI, Xho I, Sma I und Apa I fur die Insertion 
von Inserts sowie Stopcodons in alien drei Leserahmen folgt 
ein Terminator (T0) . Zum Erhalt der cDNA fur den reifen 
Anteil von MP121 wurde eine PCR mit den beiden Oligonukleoti- 
den GAATTCGCCATGGGCATCGACTGCCAAGGAGG und 

CCGCTCGAGAAGCTTCAACTGCACCCACAGGC auf dem Plasmid SK121L9.1 
(DSM Hinterlegungsnummer: 9177) durchgefuhrt . Beide Oligo- 
nukleotide enthalten an den Enden hinzugefugte Restriktions- 
schnittstellen (Eco RI und Nco I bzw. Xho I und Hind III) . 
Das result ierende 377 bp Fragment wurde stumpfendig in den 
mit Eco RV restringierten Vektor pBluescript II SK (Stra- 
tagene) zwischenkloniert . Ein Klon mit der Orientierung des 
5' Endes von MP121 zum T7-Promoter wurde mit Eco RI 
restringiert und das resultierende Insert (0.38 kb) in den 
ebenfalls mit Eco RI restringierten pBP4 Vektor kloniert. Die 
richtige . Orientierung des Inserts beim result ierenden Plasmid 
pBP4MP121His wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzie- 
rung f estgestellt . Das Plasmid pBP4MP121His wurde am 
30.1.1995 bei der DSM (Hinterlegungsnummer: 9704) hinterlegt. 

Die Expression von MP121 Protein kann durch gleichzeitige 
Bereitstellung von T7-RNA Polymerase erfolgen. Die T7-RNA 
Polymerase kann uber verschiedene Methoden bereitgestellt 
werden, wie z.B. ein zweites Plasmid mit einem Gen fur T7 RNA 
Polymerase oder durch Infektion mit Phagen, die fur die T7 
RNA Polymerase codieren oder aber durch spezielle Bakterien- 
stSmme, die das Gen fur T7 RNA Polymerase integriert haben. 
Unter Verwendung des Bakterienstammes BL21 (DE3 ) pLysS (Nova- 
gen, #69451-1) und Induktion der T7 RNA Polymerase -Express ion 
nach Herstellerangaben mit IPTG, wird das reife MP121 Protein 
mit His-Tag (MP121His) in EinschluSkorpern gebildet. Das 
Protein zeigt in SDS-Polyacrylamid-Gelen (15%) ein apparentes 
Molekulargewicht von knapp 16 kD (theoretisches Molekularge- 
wicht: 14.2 kD) wie es representativ im Westernblot der Figur 
3 gezeigt ist. Die mit pBP4 transf ormierten Bakterien als 
Kontrollen zeigen jeweils keine Anfarbung spezifischer Ban- 
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den. Aufgrund des His-Tag kann dieses Protein uber Nickel - 
chelatbildende Saulen wie z.B. beschrieben in Hochuli et al. 
(BIO/Technology Vol. 6, 1321-1325 (1988)) gereinigt werden. 
Eine zusatzliche Reinigung ist moglich uber eine Reversed 
Phase HPLC. Es wurde einer Reversed Phase Saule (Nucleosil 
300-7C4 von Macherey-Nagel, Art. 715023) mit einer FluSrate 
yon 2 ml/min und einem Acetonitrilgradienten in 0.1 % TFA von 
O bis 90% in 100 min verwendet. Unter diesen Bedingungen 
eluiert MP121His ab ca. 40% Acetonitril. 

Der Nachweis, dafi es sich urn humanes MP121 Protein handelt, 
wurde jeweils uber Western blot Analyse mit MP121 
spezifischen AntikSrpern gefiihrt. Polyklonale Antikorper 
gegen MP121 wurden sowohl in Huhnern als auch in Kaninchen 
erzeugt. Zum Erhalt des Antigens ftlr die Immunisierung wurde 
ein Teil des reifen Anteils von MP121 (Aminosaure 260 bis 352 
in SEQ ID NO. 2) rait den ersten 98 Aminosauren der Polymerase 
des MS2-Bakteriophagen fusioniert und in E.coli exprimiert. 
Nach Isolation der EinschluEkorper wurde das Fusionsprotein 

(MS2-MP121) auf Polyacrylamid-Gelen separiert und nach Kup- 
ferfSrbung durch Elektroelution (Tessmer,U. & Dernick # R. 7 IBL 

(1990) 8-13) fur die Immunisierung isoliert. Mit Antikorpern 
sowohl aus Hiihnern als auch aus Kaninchen ist es moglich, 
spezifisch Expression von MP121 nachzuweisen. Fur den schema- 
cisierten Western blot in Figur 3 wurden Huhner -Antikorper 
verwendet, die uber PEG-Prazipitation (Thalley B.S. u. Car- 
roll, S.B., BIO/Technology Vol. 8, 934-938 (1990) ) und tiber 
Membrangebundenes Antigen (Fusionsprotein (MS2-MP121)) (18.17 
in Sambrook et al. Molecular Cloning, second edition, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press 1989) weitergehend aufgerei- 
nigt waren. Als zweiter Antikorper wurde Anti-Chicken IgG mit 
gekoppelter alkalischer Phosphatase (Sigma A9171) eingesetzt. 
Die Detektion erfolgte mit dem Tropix Western-Light Protein 
Detection Kit (Serva #WL10RC) nach Herstellerangaben. 

Um biologisch aktives Material zu erhalten, kann das in . 
E.coli exprimierte und auf gereinigte monomere MP121 zu einem 
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dimeren MP121 zuruckgef alten werden. Dies kann nach Methoden 
wie z.B. beschrieben von Jaenicke, R. & Rudolph, R. (Protein 
structure, ed. Creighton, T.E., IRL Press, chapter 9) erfol- 
gen. 

Pur die Expression in eukaryontischen Zellen wurde das 
Vaccinia Viren Expressionssystem verwendet, wie es ausfuhr- 
lich und fiir den Fachmann nacharbeitbar in den Current Proto- 
cols in Molecular Biology (Ausubel et al., Greene Publishing 
Associates and Wiley- Interscience, Wiley & Sons) , im folgen- 
den abgekiirzt mit CP, unter Chapter 16 Unit 16,15-16.18 be- 
schrieben ist. Das System beruht darauf, daS Fremd-DNA unter 
Verwendung bestimmter Vektoren durch homologe Rekombination 
in das Vaccinia Virus Genoms integriert werden kann. Zu 
diesem Zweck enthalt der verwendete Vektor das TK (Thymidin- 
kinase) Gen aus dem Vaccinia Genom. Urn eine Selektion auf 
rekombinante Viren zu ermoglichen, enthalt der Vektor weiter- 
hin das E.coli Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transf erase Gen 
(gpt) (Falkner, F.G. & Moss, B., J. of Virol. 62 (1988), 
1849-1854) . In diesen Vektor wurde die cDNA mit dem gesamten 
codierenden Bereich fur MP121 kloniert. 

Urn die 5' und 3' nicht translatierten Bereiche aus dem ur- 
spriinglichen Plasmid SK121L9.1 (DSM, Hinterlegungsnummer : 
9177) zu verkiirzen und an den Enden singulSre Restriktions- 
schnittstellen einzufttgen, waren PCR Reaktionen und Zwischen- 
klonierungen notwendig. Alle' PCR Reaktionen wurden mit dem 
Plasmid SK121L9.1 (DSM Hinterlegungsnummer: 9177) durchge- 
fiihrt. Zur Verkurzung des 5' nicht .translatierten Endes wurde 
der Primer CCCGGATCCGCTAGCACCATGACCTCCTCATTGCTTCTG mit einer 
eingefugten Bam HI und Nhel Restriktionsschnittstelle in 
einer PCR mit einem internen Primer (CCCTGTTGTCCTCTAGAAGTG) 
benutzt. Das gewonnene Fragment wurde in Bluescript SK 
(Stratagene) zwischenkloniert , sequenziert und auf Uberein- 
stimmung mit der in SEQ ID NO.l gezeigten Sequenz uberpruft. 
Fur ein verkiirztes 3' nicht translatiertes Ende wurde das Sph 
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I/Eco RI Fragment (0.22 kb) aus dem Plasmid pBP4MP121His 
verwendet . 

Die beiden End- Fragment e von humanem MP121 wurden iiber 
interne Restriktionsschnitte (Xba I und Sph I) mit der 
f ehlenden mittleren DNA Sequenz aus dem Plasmid SK121L9 . 1 
(DSM Hinterlegungsnummer : 9177 ) nach Standardmethoden 
(Sambrook et al. Molecular Cloning, second edition, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press 1989) verbunden. Die so 
erhaltene verkurzte cDNA mit dem vollstandigen Leserahmen fur 
MP121 (Nukleotid 128 bis Nukleotid 1184 in SEQ ID No.l) 
konnte uber Ausnutzung der Restriktionsschnitte Bam HI und 
Eco RI in den ebenso geschnittenen Vektor pBPl kloniert 
werden. Das resultierende Plasmid pBPlMP121 wurde am 12.1.95 
bei der DSM (Hinterlegungsnummer: 9665) hinterlegt. 

Das Plasmid pBPlMP121 wurde fiir die Herstellung von rekom- 
binanten Vaccinia Viren eingesetzt. Dazu wurden zu 80 % kon- 
fluente 143B Zellen (HuTk- , ATCC CRL 8303) in 35 mm Kultur- 
schalen mit Vaccinia Wildtyp Virus in 1 ml PBS fur 30 Minuten 
bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schiitteln infiziert 
(1 Virus auf 10 Zellen) . Nach Absaugen des Uberstandes und 
Zugabe von 2 ml Kulturmedium (MEM, Gibco BRL #041-01095 mit 
1:500 verdunntem Penicillin und Streptomycin Gibco BRL 
#043-05140) wurde fCtr 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Das 
Medium wurde anschliefiend entfernt und die Transformation 
dieser Zellen mit 100 ng pBPlMP121, 2 fig Trager DNA (Kalbs- 
thymus, Ultraschall behandelt, Boehringer Mannheim #104175) 
und 10 Ml Lipofektin (Gibco BRL #18292-011) in 1 ml MEM fur 
ca. 15 h bei 37°C erreicht. Nach Zugabe von 1 ml MEM mit 20% 
FCS (Sigma #F-7524) wurde fur weitere 24 Stunden bei 37°C 
inkubiert und die lysierten Zellen anschliefiend eingefroren. 

Die gpt Selektion auf die Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl- 
Transferase und Isolation und Amplif izierung einzelner rekom- 
binanter Viren erfolgte im wesentlichen wie in Unit 16.17 der 
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CP beschrieben, mit dem Unterschied, daS RK13 Zellen (ATCC 
CCL 37) verwendet wurden. 

Die Integration der MP121 cDNA in das Virus Genom wurde durch 
Dot blot Analyse (CP Unit 16.18) bestatigt. Ein rekombinantes 
Virus aus der Transf ektion mit pBPMP121 sowie der Wildtyp 
Virus wurden ftir Expressionsanalysen in den Zelllinien 143B 
(HuTk- , ATCC CRL 8303, human) und NIH-3T3 (DSM ACC 59, swiss 
mouse embryo) eingesetzt. Die Zellen wurden nach den Angaben 
der Vertreiber kultiviert. Die konfluenten Zellen wurden mit 
der dreifachen Anzahl an Viren fur 30 Minuten bei 37°C infi- 
ziert und anschlieSend das entsprechende Kulturmedium mit 10% 
FCS und Penicillin/Streptomycin (1:500, Gibco BRL #043-05140) 
zugefugt. Nach 6 Stunden bei 37°C wurde das Medium entfernt, 
die Zellen zweimal mit z.B. HBSS (Gibco BRL #14180-046) 
gewaschen und Produktionsmedium (MEM fiir HuTk- bzw. DMEM mit 
4.5 g/1 Glucose und NEAA (Gibco BRL #11140-035) fur NIH-3T3 
jeweils versetzt mit Aprotinin (Fluka #10820, 50 U/ml) und 
Penicillin/Streptomycin) ohne FCS zugesetzt. Nach 20 bis 22 
Stunden Produktion wurde der Zelliiberstand gesammelt. Die 
Analyse der Expression erfolgte durch Western blots nach 
Standardmethoden (CP Unit 10.8). Dafur wurden die Proteine 
aus 1 bis 3 ml Zellkulturuberstand durch Zugabe des aquiva- 
lenten Volumens an Aceton und Inkubation von mindestens einer 
Stunde auf Eis prazipitiert und abzentrif ugiert . Nach Re- 
suspension des Pellets in Auf tragspuf fer (7 M Harnstoff , 1 % 
SDS, 7 mM Natriumdihydrogenphosphat , 0,01 % Bromphenolblau 
und gegebenenfalls 1 % S-Mercaptoethanol) erfolgte die Auf- 
trennung in 15%igen Polyacrylamidgelen. Als Markerproteine 
wurde ein vorgefarbter Protein-Molekulargewichtsstandard 
(Gibco BRL #6041-020) eingesetzt. Der Transfer auf PVDF 
Membran (Immobilon #IPVH00010) und das Abblocken der Membran 
erfolgten nach Standardmethoden. 

Eine representative schematisierte Zeichnung der Western blot 
Ergebnisse in Figur 3 zeigt, dafi bei den mit rekombinanten 
Viren infizierten Zellen MP121 spezifische Banden auftreten. 
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Die Expression von MP121 in NIH-3T3 Zellen fiihrt zu einem 
sekretierten Protein mit einem im Gel unter nicht reduzieren- 
den Bedingungen erscheinenden Molekulargewicht von ungefShr 
18 kD (erwartetes theoretisches Molekulargewicht: 25 kD) . 
Unter reduzierenden Bedingungen lSuft das Protein bei unge- 
fShr 15 kD im Gel (erwartetes theoretisches Molekulargewicht: 
12.5 kD) . Diese Ergebnisse zeigen, daS MP121 wie zu erwarten 
als dimeres reifes Protein exprimiert wird. Das relativ wenig 
verlangsamte Laufverhalten des dimeren MP121 Proteines gegen- 
uber dem monomeren MP121 Protein ist wahrscheinlich mit einer 
globularen Struktur zu begrunden. Die Prozessierung des Vor- 
lauferproteines zum reifen Protein konnte auch in HuTK-Zellen 
gezeigt werden. Bei mit Wildtyp Viren (ohne integrierte 
Fremd-DNA) infizierten Zellen (HuTK- oder NIH-3T3) traten 
keine Banden im Western blot auf , 

Das Vaccinia Expressionssystem eignet sich bei Kotransf ektion 
mit rekombinanten Vaccinia Viren, die fur unterschiedliche 
Mitglieder der TGF-2-Familie codieren, insbesondere auch far 
die Bildung von Heterodimeren . Uber Af f initatssaulen mit 
spezifischen Antikorpern gegen die einzelnen TGF-fi-Familien- 
mitglieder ist es dann moglich, Heterodimere von Homodimeren 
zu. trennen. Insbesondere von Interesse sind dabei die a- 
sowie die SA- und SB-Ketten der Inhibine. 

peispiel 3 

Untersuchunq zur Expression -von MP121 in verschiedenen 
Mausgeweben 

Total RNA aus verschiedenen Gweben (Gehirn, Herz, Niere, 
Leber, Lunge, Milz, Muskel, Ovar, Hoden) von 6 Wochen alten 
M&usen sowie aus embryonalen Stammzellen wurde nach 
Standardmethoden isoliert. Jeweils 10 ^tg total RNA wurden in 
einen RNAse Protection Assay (RPA) von Ambion (RPA II Kit, 
#1410) nach Herstellerangaben eingesetzt. Urn spezifische 
Proben fur Aktivin S A und Aktivin 1^ zu erhalten, wurde die 
genomische DNA von Maus (129Sv) mit entsprechend spezifischen 
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Primern aus dem reifen Anteil der Proteine, amplif iziert . Zur 
Erleichterung der Klonierung wurden an den Enden der Primer 
jeweils EcoR I und/oder BamH I oder Hind III Restriktions- 
schnittstellen eingefugt. Fur Aktivin fi A wurden die Primer 
von der mRNA aus Ratten (GenBank Accession #M37482) abgelei- 
tet: 

GGATCCGAATTCGGCTTGGAGTGTGATGGCAAGG 

und GGATCCGAATTCCTCTGGGACCTGGCAACTCTAG . 

Fur Aktivin &q wurden degenerierte Primer von der humanen 
Sequenz (Mason et al., Molecular Endocrinology 3, 1352-1358 
(1989) abgeleitet : 

GAGAATTCCA (GA) CA (GA) TT (TC) TT ( CT) AT 
und GCAAGCTTT ( GA) TA (TC) TC (GA) TC (GA) TC . 

Die entstehenden PCR Fragmente wurden in den Vektor pGEM-4 
(Promega) subkloniert und uberpruft. Die Aktivin- spezifischen 
und damit in RPA geschutzten Sequenzen haben die Fragment - 
groSe von 369 bp fiir Aktivin S A und 254 bp fur Aktivin Sg. 
Bei MP121 umfaSt das geschiitzte Fragment die Sequenz von 
Position 887 bis Position 1164 in der SEQ ID NO. 3. Die in 
pGEM-4 klonierten Fragmente wurden zur Herstellung der radio- 
aktiv markierten antisense RNA-Proben in vitro transkribiert . 
Dies erfolgte nach Herstellerangaben (Promega, Riboprobe 
Gemini Systems) unter Verwendung von 100/xM CTP und gleichzei- 
tig of 32 P-CTP (800 Ci/mmol, Amersham) . Ebenso wurde als Kon- 
trolle eine radioaktiv markLerte RNA von dem mit Dde I linea- 
risierten Plasmid pTri-GAPDH (Ambion #7431) jedoch unter 
Verwendung von 1 mM CTP synthetisiert . Nach Isolation der 4 
antisense RNA-Proben aus Polyacrylamid-Gelen wurden diese mit 
der jeweiligen Gewebe RNA aus Maus (10/xg total RNA pro Probe 
mit lxl0 5 cpm) in denselben Ansatz uber Nacht bei 42 °C inku- 
biert. Die Analyse erfolgte in einem denaturierenden Gel nach 
Standardmethoden mit anschliefiender Autoradiographie uber 4 
Tage . 
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Beispiel 4 

Teilreinicruna von MP121 und Untersuchu na zur Aktivitat von 
teilgereinicrtem MP121 

MP121 Protein, welches durch Expression im Vaccinia System 
(s. Beispiel 2) gewonnen wurde, konnte tiber zwei Saulen 
teilgereinigt werden. 

Fur die Produktion von MP121 wurden konfluente NIH-3T3 Zellen 
(DSM ACC 59, Swiss mouse embryo) mit derselben Anzahl an 
rekombinanten Viren fur 30 Minuten bei 37°C infiziert und 
anschliefiend das entsprechende Kulturmedium mit 10% FCS und 
Penicillin/Streptomycin zugefiigt. 

Nach 4 Stunden bei 37 °C wurde das Medium entfernt, die Zellen 
zweimal gewaschen und Produktionsmedium (s. Beispiel 2) ohne 
FCS zugesetzt. Nach 20 bis 22 Stunden Produktion wurde der 
Zelluberstand gesammelt und zur Entfernung der Viren zen- 
trifugiert (40000 x g fur 30 Minuten bei 4°C) und filtriert 
(0,1 /xm PorengroSe, Millex W, Millipore # SLW25LS) . Der 
Kontrolluberstand (wt) nach Infektion durch Wildtyp Vaccinia 
Viren wurde vergleichbar gewonnen. Die Expression von MP121 
wurde uber Western blot Analyse uberprtift und auf 50-100 /xg/1 
geschatzt . 

Der Zellkulturiiberstand mit MP121 (1,1 1) wurde mit dem 
Protease inhibitor PMSF (1 jiM) versetzt, auf eine Endkonzen- 
tration von 1 M (NH 4 ) 2 S0 4> 20 mM Tris pH 8,0 gebracht und auf 
eine Phenyl -Sepharose (Fast Flow (high sub) Pharmacia #17- 
0973-05) Saule (5 ml Bett) , equilibriert in Puffer A (1 M 
(NH 4 ) 2 S0 4 , 20 mM Tris pH 8,0), geladen. Die beladene Saule 
wurde mit 15 Saulenvolumen Puffer A und 10 SSulenvolumen 
Puffer B (20 mM Tris pH 8,0) gewaschen und mit einem linearen 
Gradienten nach 100% Puffer C (20 mM Tris pH 8,0, 80% 
Ethylenglycol) bei einer Durchf luSrate von 1 ml/min innerhalb 
von 50 Min eluiert (5 ml pro Fraktion) . Uber Western blot 
Analyse konnte liberpruft werden, da6 MP121 zwischen 50 und 
80% Ethylenglycol eluiert. Aliquots dieser Fraktionen wurden 
in nach Herstellerangaben mit Silber gefarbten 15%igen Poly- 



WO 96/01316 



PCT/EP95/02552 



- 30 - 

acrylamidgelen (Silver Stain-II, Daiichi #SE140000) {iberpriift 
und die MP121 enthaltenden Fraktionen gepoolt. Die ver- 
gleichbaren Fraktionen nach Reinigung des Kontrolliiberstandes 
wurden nach Analyse in mit Silber gefarbten Gelen ebenfalls 
gepoolt . 

Die gepoolten Fraktionen wurden weiter mit Hilfe einer 
Reversed Phase HPLC auf gereinigt . Dazu wurde eine C8-S&ule 
(Aquapore RP3 00, Applied Biosystems, Partikelgrofie : 
PorengroSe: 300A) mit Puffer A (0,1% Trif luoressigsaure 
/Wasser) equilibriert . Nach Beladung der Saule mit den 
gepoolten, MP121 enthaltenden Fraktionen der Phenyl -Sepharose 
Saule, wurde ausgiebig mit Puffer A gewaschen. Das gebundene 
Protein wurde bei einer Flufirate von 0,2 ml/min mit einem 
linearen Gradienten von 1,5% Puffer B (90% Acetonitril, 0,1% 
Trif luoressigsaure) pro Minute eluiert . Fraktionen zu 600 fil 
wurden gesammelt und sowohl im Western blot als auch in mit 
Silber gefarbten Gelen analysiert. Das MP121 Protein eluiert 
unter den gewahlten Bedingungen ungef§hr ab 55% Acetonitril. 
Die Fraktionen mit MP121 wurden gepoolt. Das gleiche erfolgte 
mit den korrespondierenden Fraktionen aus der Reinigung des 
Kontrolliiberstandes. Die Analyse im Silbergel ergab, dafi 
MP121 noch mit anderen Proteinen verunreinigt war. Urn gerei- 
nigtes MP121 zu erhalten, sind noch weitere Auf reinigungs- 
schritte notwendig. 

Denkbar sind ftir weitere Aufreinigungen auch andere dem 
Fachmann bekannte Methoden wie z.B. GelsiebsSulen, Ionen- 
austauschersaulen, Af f initatssaulen oder Metallchelatsaulen. 

Durch Western blot Analyse wurde abgeschatzt, da£ aus 1 1 
Zellkulturuberstand ca. 8 /zg teilgereinigtes MP121 isoliert 
wurden. Das teilgereinigte Protein wurde lyophilisiert bei - 
80°C aufbewahrt. 

Zur UberprGfung des Einflusses von MP121 auf dopaminerge 
Neuronen wurden Neuronen vom Mittelhirnboden von 14 Tage 
alten Rattenembryonen (E14) nach einer Methode beschrieben 
bei Shimoda et al. (Brain Res. 586, 319-331 (1992)) isoliert. 
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Die Vereinzelung und Kultivierung der Zellen erfolgte wie be- 
schrieben bei Krieglstein et al. (Neuroscience 63, 1189-1196 
(1994)). Die Zelldichte betr&gt 200.000 Zellen/cm 2 auf Poly- 
ornithin/Laminin beschichteten Deckglasern. Nach 24 Stunden 
Kultivierung und anschlieSend alle drei Tage wurden zwei 
Drittel des Mediums (500 jil) entfernt und ersetzt durch 
frisches Medium mit den entsprechenden Zusatzen. Das nach der 
Phenyl -Sepharose und Reversed Phase HPLC lyophilisierte, 
teilgereinigte MP121 wurde in 50% Acetonitril gelost und dem 
Medium zugesetzt. Die Endkonzentration von MP121 im Medium 
betragt 20 ng/ml (Endkonzentration von Acetonitril ist 0,3%) . 
Von dem vergleichbar gereinigten Kontrolltiber stand (wt) wurde 
eine vergleichbare Menge in 50% Acetonitril gelost und einge- 
setzt. Die Mediumkontrolle enthalt ebenfalls 0,3% Acetoni- 
tril. Nach acht Tagen wurden die Kulturen in 4% Paraf ormalde- 
hyd fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert, die Zellen mit 
Aceton (10 min, -20°C) permeabilisiert und mit PBS (Phosphate 
buffered saline) gewaschen. Nach Behandlung mit 1% H 2 0 2 in 
PBS, Waschen und Blocken mit Pferdeserum erfolgte eine immun- 
cytochemische Farbung. Die Tyrosinhydroxylase (TH) ist ein 
limitierendes Enzym bei der Biosynthese von Dopamin und 
anderen Katecholaminen, so daS TH in den vorliegenden 
Kulturen (Noradrenalin enthaltende Zellen werden nicht 
isoliert) als Marker fur dopaminerge Neuronen verwendet 
werden kann. TH wurde nachgewiesen iiber eine einstiindige 
Inkubation bei 37°C mit einem Maus-monoklonalen Antikorper 
gegen Ratten TH (1:200 verdunnt, Boehringer Mannheim) und 
nachfolgender Detektion mit dem Vectastain ABC kit (Vecto 
Labs) . Die TH-positiven Zellen wurden in einer Fl&che von 
0,12 cm 2 ausgezahlt, Aus Fig. 5 ist ersichtlich, dafi MP121 
einen positiven Einflufi auf das Uberleben dopaminerger Neuro- 
nen aufweist. 

Figur 5 zeigt die Anzahl der uberlebenden TH-immunreaktiven 
dopaminergen Neuronen nach Isolation aus dem Mittelhirn von 
Rattenembryonen (E14) und 8 Tagen Kultivierung. Getestet 
wurde der Effekt von 20 ng/ml teilgereinigtem MP121 im Ver- 
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gleich zu der aquivalenten Menge teilgereinigten Kontroll- 
Gberstandes (wt) sowie unbehandelte Neuronen (Kontrolle: 
Medium rait 0,3% Acetpnitril) . Gezeigt ist der Mittelwert +SEM 
aus einer Dreifachbestimmung. 
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Detaillierte Beschreibung der Figuren 3 bis 5 

Figur 3: Schematisierter Western blot mit Hiihner Antikorpern 
gegen MP121 

1: E.coli Zellen transf ormiert mit pBP4MP121His unter 

reduzierenden Bedingungen (1% £-Mercaptoethanol) 

2: Zellkulturiiberstand von NIH-3T3 Zellen nach Infektion mit 

rekombinanten Viren (mit insertierter MP121 cDNA) unter 

reduzierenden Bedingungen (1% B-Mercaptoethanol) 

3: Zellkulturiiberstand von NIH-3T3 Zellen nach Infektion mit 

rekombinanten Viren (mit insertierter MP121 cDNA) unter nicht 

reduzierenden Bedingungen 

M: vorgefarbter Protein-Molekulargewichtsmarker mit den ange- 
gebenen apparenten Molekulargewichten (Gibco BRL #26041-020) 

Figur 4: Autoradiogramm nach Gelanalyse eines RNAse Protec- 
tion Assays mit speziifschen Proben gegen Aktivin 
S A (£ A ) / Aktivin Sb(Sb), MP121 sowie zur Kontrolle 
gegen GAPDH. 

Getestet wurde total RNA isoliert aus verschiedenen Mausge- 
weben (1: Gehirn, 2: Herz, 3: Niere, 4: Leber, 5: Lunge, 6: 
Muskel, 9: Ovar, 10: Milz, 11: Hoden) , aus embryonalen Stamm- 
zellen (12: CJ7) und als Kontrolle aus Hefe (Spur 13). In 
Spur 14 wurde als Kontrolle keine RNA eingesetzt. Die in die 
Hybridisierung eingesetzten ungeschiitzten antisense RNA- 
Proben sind in Spur 8 und 15 aufgetragen und am rechten Rand 
mit der erwarteten Fragmentgrofie in Klammern markiert. Die 
Banden fur die geschiitzten Fragmente sind am linknen Rand 
markiert. Als Marker (Spur 7) wurde pBR322 restringiert mit 
Msp I (Biolabs #303) und endmarkiert mit 7- 32 P-ATP (Amersham) 
genommen . 

Figur 5 zeigt die Anzahl der uberlebenden TH-immunreaktiven 
dopaminergen Neuronen nach Isolation aus dem Mit- 
telhirn von Rattenembryonen (E14) und 8 Tagen Kul- 
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tivierung. Getestet wurde der Effekt von 20 ng/ml 
teilgereinigtem MP121 im Vergleich zu der aquiva- 
lenten Menge teilgereinigten Kontrolluberstandes 
(wt) sowie unbehandelte Neuronen (Kontrolle: Medium 
mit 0,3% Acetonitril) . Gezeigt ist der Mittelwert 
+SEM aus einer Dreif achbestimmung. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Biopharm Gesellschaf t zur biotechnologischen 

Entwicklung von Pharmaka mhH 

(B) STRASSE: Czernyring 22 

(C) ORT: Heidelberg 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL : 69115 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Neuer Wachs turns -/Dif f erenzie- 
rungsfaktor der TGF-beta-Familie 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 6 

(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1 . 0 , Version #1.30 (EPA) 

(v) DATEN DER JETZIGER ANMELDUNG : 

ANMELDENUMMER : WO PCT/EP95/ 02552 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2272 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(vi) URSPRtJNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

CAAGGAGCCA TGCCAGCTGG ACACACACTT CTTCCAGGGC CTCTGGCAGC CAGGACAGAG 60 

TTGAGACCAC AGCTGTTGAG ACCCTGAGCC CTGAGTCTGT ATTGCTCAAG AAGGGCCTTC 120 

CCCAGCAATG ACCTCCTCAT TGCTTCTGGC CTTTCTCCTC CTGGCTCCAA CCACAGTGGC 180 

CACTCCCAGA GCTGGCGGTC AGTGTCCAGC ATGTGGGGGG CCCACCTTGG AACTGGAGAG 240 

CCAGCGGGAG CTGCTTCTTG ATCTGGCCAA GAGAAGCATC TTGGACAAGC TGCACCTCAC 300 

CCAGCGCCCA ACACTGAACC GCCCTGTGTC CAGAGCTGCT TTGAGGACTG CACTGCAGCA 360 

CCTCCACGGG GTCCCACAGG GGGCACTTCT AGAGGACAAC AGGGAACAGG AATGTGAAAT 420 

CATCAGCTTT GCTGAGACAG GCCTCTCCAC CATCAACCAG ACTCGTCTTG ATTTTCACTT 480 

CTCCTCTGAT AGAACTGCTG GTGACAGGGA GGTCCAGCAG GCCAGTCTCA TGTTCTTTGT 54 0 

GCAGCTCCCT TCCAATACCA CTTGGACCTT GAAAGTGAGA GTCCTTGTGC TGGGTCCACA 6 00 

TAATACCAAC CTCACCTTGG CTACTCAGTA CCTGCTGGAG GTGGATGCCA GTGGCTGGCA 660 

TCAACTCCCC CTAGGGCCTG AAGCTCAAGC TGCCTGCAGC CAGGGGCACC TGACCCTGGA 720 
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GCTGGTACTT 


GAAGGCCAGG TAGCCCAGAG 


CTCAGTCATC 


CTGGGTGGAG 


CTGCCCATAG 


780 


GCCTTTTGTG 


GCAGCCCGGG TGAGAGTTGG 


GGGCAAACAC 


CAGATTCACC 


GACGAGGCAT 


840 


CGACTGCCAA 


GGAGGGTCCA GGATGTGCTG 


TCGACAAGAG 


TTTTTTGTGG 


ACTTCCGTGA 


900 


GATTGGCTGG 


CACGACTGGA TCATCCAGCC 


TGAGGGCTAC 


GCCATGAACT 


TCTGCATAGG 


960 


GCAGTGCCCA 


CTACACATAG CAGGCATGCC 


TGGTATTGCT 


GCCTCCTTTC 


ACACTGCAGT 


1020 


GCTCAATCTT 


CTCAAGGCCA ACACAGCTGC 


AGGCACCACT 


GGAGGGGGCT 


CATGCTGTGT 


1080 


ACCCACGGCC 


CGGCGCCCCC TGTCTCTGCT 


CTATTATGAC 


AGGGACAGCA 


ACATTGTCAA 


1140 


GACTGACATA 


CCTGACATGG TAGTAGAGGC 


CTGTGGGTGC 


AGTTAGTCTA 


TGTGTGGTAT 


1200 


GGGCAGCCCA 


AGGTTGCATG GGAAAACACG 


CCCCTACAGA 


AGTGCACTTC 


CTTGAGAGGA 


1260 


GGGAATGACC 


TCATTCTCTG TCCAGAATGT 


GGACTCCCTC 


TTCCTGAGCA 


TCTTATGGAA 


1320 


ATTACCCCAC 


CTTTGACTTG AAGAAACCTT 


CATCTAAAGC 


AAGTCACTGT 


GCCATCTTCC 


1380 


TGACCACTAC 


CCTCTTTCCT AGGGCATAGT 


CCATCCCGCT 


AGTCCATCCC 


GCTAGCCCCA 


1440 


CTCCAGGGAC 


TCAGACCCAT CTCCAACCAT 


GAGCAATGCC 


ATCTGGTTCC 


CAGGCAAAGA 


1500 


CACCCTTAGC 


TCACCTTTAA TAGACCCCAT 


AACCCACTAT 


GCCTTCCTGT 


CCTTTCTACT 


1560 


CAATGGTCCC 


CACTCCAAGA TGAGTTGACA 


CAACCCCTTC 


CCCCAATTTT 


TGTGGATCTC 


1620 


CAGAGAGGCC 


CTTCTTTGGA TTCACCAAAG 


TTTAGATCAC 


TGCTGCCCAA 


AATAGAGGCT 


1680 


TACCTACCCC 


CCTCTTTGTT GTGAGCCCCT 


GTCCTTCTTA 


GTTGTCCAGG 


TGAACTACTA 


1740 


AAGCTCTCTT 


TGCATACCTT CATCCATTTT 


TTGTCCTTCT 


CTGCCTTTCT 


CTATGCCCTT 


1800 


AAGGGGTGAC 


TTGCCTGAGC TCTATCACCT 


GAGCTCCCCT 


GCCCTCTGGC 


TTCCTGCTGA 


1860 


GGTCAGGGCA 


TTTCTTATCC CTGTTCCCTC 


TCTGTCTAGG 


TGTCATGGTT 


CTGTGTAACT 


1920 


GTGGCTATTC 


TGTGTCCCTA CACTACCTGG 


CTACCCCCTT 


CCATGGCCCC 
AAAATTCCTT 


AGCTCTGCCT 


1980 


ACATTCTGAT 




TGAAAAGTTA 


AATTTTTTAT 


2040 


TCCTGGTACC 


ACTACCACAA TTTACAGGGC 


AATATACCTG 


ATGTAATGAA 


AAGAAAAAGA 


2100 


AAAAGACAAA 


GCTACAACAG ATAAAAGACC 


TCAGGAATGT 


ACATCTAATT 


GACACTACAT . 


2160 


TGCATTAATC 


AATAGCTGCA CTTTTTGCAA ACTGTGGCTA 


TGACAGTCCT 


GAACAAGAAG 


2220 


GGTTTCCTGT 


TTAAGCTGCA GTAACTTTTC TGACTATGGA TCATCGTTCC TT 


2272 



(2) ANGABBN ZU SEQ ID NO : 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 352 Aminosauren 

(B) ART: Aminos Sure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 96/01316 



PCT/EP95/02552 



- 37 - 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Thr Ser Ser Leu Leu Leu Ala Phe Leu Leu Leu Ala Pro Thr Thr 
15 10 15 

Val Ala Thr Pro Arg Ala Gly Gly Gin Cys Pro Ala Cys Gly Gly Pro 
20 25 * 3 0 

Thr Leu Glu Leu Glu Ser Gin Arg Glu Leu Leu Leu Asp Leu Ala Lys 
35 40 45 

Arg Ser lie Leu Asp Lys Leu His Leu Thr Gin Arg Pro Thr Leu Asn 
50 5.5 60 

Arg Pro Val Ser Arg Ala Ala Leu Arg Thr Ala Leu Gin His Leu His 
65 70 75 80 

Gly Val Pro Gin Gly Ala Leu Leu Glu Asp Asn Arg Glu Gin Glu Cys 
85 90 95 

Glu He He Ser Phe Ala Glu Thr Gly Leu Ser Thr He Asn Gin Thr 
100 105 110 

Arg Leu Asp Phe His Phe Ser Ser Asp Arg Thr Ala Gly Asp Arg Glu 
115 120 125 

Val Gin Gin Ala Ser Leu Met Phe Phe Val Gin Leu Pro Ser Asn Thr 
130 135 140 

Thr Trp Thr Leu Lys Val Arg Val Leu Val Leu Gly Pro His Asn Thr 
145 150 155 160 

Asn Leu Thr Leu Ala Thr Gin Tyr Leu Leu Glu Val Asp Ala Ser Gly 
165 170 175 

Trp His Gin Leu Pro Leu Gly Pro Glu Ala Gin Ala Ala Cys Ser Gin 
180 185 190 

Gly His Leu Thr Leu Glu Leu Val Leu Glu Gly Gin Val Ala Gin Ser 
195 . 200 205 

Ser Val He Leu Gly Gly Ala Ala His Arg Pro Phe Val Ala Ala Arg 
210 215 220 

Val Arg Val Gly Gly Lys His Gin He His Arg Arg Gly He Asp Cys 
225 230 235 240 

Gin Gly Gly Ser Arg Met Cys Cys Arg Gin Glu Phe Phe Val Asp Phe 
245 250 255 

Arg Glu He Gly Trp His Asp Trp He He Gin Pro Glu Gly Tyr Ala 
260 265 270 

Met Asn Phe Cys He Gly Gin Cys Pro Leu His He Ala Gly Met Pro 
275 280 285 

Gly He Ala Ala Ser Phe His Thr Ala Val Leu Asn Leu Leu Lys Ala 
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290 295 300 

Asn Thr Ala Ala Gly Thr Thr Gly Gly Gly Ser Cys Cys Val Pro Thr 
305 310 315 " 320 

Ala Arg Arg Pro Leu Ser Leu Leu Tyr Tyr Asp Arg Asp Ser Asn lie 
325 * 330 335 

Val Lys Thr Asp lie Pro Asp Met Val Val Glu Ala Cys Gly Cys Ser 
340 345 350 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE : 1558 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid . 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Mouse 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

AAGGAGTCAT GCCAGTCGGA GGTCAGTCAC ATTCCTCCCA GGGTCCCTGG TGCCCAGGAC 60 

AGAGTTGAAG CACTCCCGTT GAGACCCTGA ATATAGGCTT TGGGTCCTTT AAGGAGGCTA 120 

TCCTCCAGCA ATGGCCTCCT CCTTGCTCCT GGCTCTTCTG TTCCTGACTC CAACCACAGT 180 

AGTGAACCCC AAAACTGAGG GTCCATGCCC AGCATGTTGG GGTGCCATCT TTGACCTGGA 240 

GAGCCAGCGG GAGCTGCTTC TCGATTTGGC CAAGAAAAGT ATCCTGGACA AGCTGCACCT 300 

CAGCCAGCGC CCCATACTCA GTCGGCCAGT GTCCAGAGGG GCTCTCAAGA CCGCGCTGCA 360 

GCGCCTCCGC GGGCCTCGAC GGGAAACCCT GTTGGAGCAT GACCAGAGAC AAGAAGAATA 420 

TGAGATCATC AGCTTTGCTG ACACAGACCT CTCCAGCATC AACCAGACCC GGCTCGAGTT 480 

CCACTTCTCT GGTAGAATGG CCAGTGGCAT GGAGGTCCGG CAGACCCGCT TCATGTTCTT 540 

CGTGCAGTTC CCCCACAATG CCACCCAGAC CATGAATATA AGAGTTCTTG TGCTAAGACC 600 

ATATGACACC AACCTCACCT TGACAAGTCA GTACGTGGTG CAGGTGAATG CCAGTGGCTG 660 

GTACCAGCTT CTCCTGGGAC CTGAAGCTCA AGCTGCTTGC AGCCAGGGAC ACCTTACTCT 720 

GGAGCTGGTA CCAGAAAGCC AGGTGGCCCA CAGTTCCTTG ATCCTGGGCT GGTTTTCCCA 780 

CAGGCCTTTT GTGGCAGCCC AGGTAAGGGT TGAGGGCAAG CATCGGGTTC GCCGGCGAGG 84 0 

TATCGATTGC CAGGGGGGGT CCAGGATGTG CTGTCGACAA GAGTTTTTTG TAGACTTCCG 900 

TGAGATTGGC TGGAATGACT GGATCATCCA GCCTGAAGGC TATGCCATGA ACTTCTGCAC 960 

TGGGCAGTGC CCACTACATG TGGCAGGCAT GCCTGGCATC TCTGCCTCCT TTCACACTGC 1020 

AGTGCTGAAT CTGCTCAAAG CCAACGCAGC TGCTGGCACC ACTGGCAGGG GCTCGTGCTG 1080 

CGTGCCTACA TCTCGGCGCC CTCTGTCTTT GCTCTACTAT GACAGGGACA GCAACATTGT 1140 
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CAAGACGGAT ATACCTGACA TGGTGGTCGA GGCCTGCGGG TGTAGTTAGC TTATGGGTGA 1200 

TACAGGCTGC CTGAGGTAGA ATGGCCTTCC TCAGGAAGGG AAACTCTGTT CCCACTTCTG 1260 

TCCAGAATGG AAACACCTTT CTAAGCATGC AGACATCCCT CTGTGGACTT CAGGGGATCC 1320 

ACCTCTAAAG AGAGTCACTA GTGACCAACA GCCTTTCTCT CTCCTGGGAC ATGGTTGACC 138 0 

CAGTACACCC ATCCTCAGCC TTAAGTTAGA GGCTAATCGA CTCCTACATA TATATGTCAT 1440 

TTTGTCCTAG CAAACACCCC TTAGCTCCCC TTAGTCAACT ATGTAATCTA CTCTGCCTCC 1500 

CTGACCCTGC CACCGGAAGG TTCCTATTCC ACGATGATAT GCCTTAGTGT CTCCCCTT 1558 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 352 AminoScLuren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
( vi ) URS PRUNGLI CHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Mouse 

(xi) SEQUENZBESCHRE1BUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Ala Ser Ser Leu Leu Leu Ala Leu Leu Phe Leu Thr Pro Thr Thr 
15 10 15 

Val Val Asn Pro Lys Thr Glu Gly Pro Cys Pro Ala Cys Tip Gly Ala 
20 25 30 

lie Phe Asp Leu Glu Ser Glh Arg Glu Leu Leu Leu Asp Leu Ala Lys 
35 40 45 

Lys Ser lie Leu Asp Lys Leu His Leu Ser Gin Arg Pro lie Leu Ser 
50 55 60 

Arg Pro Val Ser Arg Gly Ala Leu Lys Thr Ala Leu Gin Arg Leu Arg 
65 70 75 80 

Gly Pro Arg Arg Glu Thr Leu Leu Glu His Asp Gin Arg Gin Glu Glu 
85 90 95 

Tyr Glu lie lie Ser Phe Ala Asp Thr Asp Leu Ser Ser lie Asn Gin 
100 105 110 

Thr Arg Leu Glu Phe His Phe Ser Gly Arg Met Ala Ser Gly Met Glu 
115 120 125 

Val Arg Gin Thr Arg Phe Met Phe Phe Val Gin Phe Pro His Asn Ala 
130 135 140 

Thr Gin Thr Met Asn lie Arg Val Leu Val Leu Arg Pro Tyr Asp Thr 
145 150 155 160 

Asn Leu Thr Leu Thr Ser Gin Tyr Val Val Gin Val Asn Ala Ser Gly 
165 170 175 
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Trp Tyr Gin Leu Leu Leu Gly Pro Glu Ala Gin Ala Ala Cys Ser Gin 
180 185 190 

Gly His Leu Thr Leu Glu Leu Val Pro Glu Ser Gin Val Ala His Ser 
195 200 205 

Ser Leu lie Leu Gly Trp Phe Ser His Arg Pro Phe Val Ala Ala Gin 
210 215 220 

Val Arg Val Glu Gly Lys His Arg Val Arg Arg Arg Gly lie Asp Cys 
225 230 235 " 240 

Gin Gly Gly Ser Arg Met Cys Cys Arg Gin Glu Phe Phe Val Asp Phe 
245 250 255 

Arg Glu He Gly Trp Asn Asp Trp He He Gin Pro Glu Gly Tyr Ala 
260 265 270 

Met Asn Phe Cys Thr Gly Gin Cys Pro Leu His Val Ala Gly Met Pro 
275 280 285 

Gly He Ser Ala Ser Phe His Thr Ala Val Leu Asn Leu Leu Lys Ala 
290 295 300 

Asn Ala Ala Ala Gly Thr Thr Gly Arg Gly Ser Cys Cys Val Pro Thr 
305 310 315 320 

Ser Arg Arg Pro Leu Ser Leu Leu Tyr Tyr Asp Arg Asp Ser Asn He 
325 330 " 335 

Val Lys Thr Asp He Pro Asp Met Val Val Glu Ala Cys Gly Cys Ser 
340 345 350 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

- (C) STRANGFORM : Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(vi) URSPRtJNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 
(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE : 1 . .3 
(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: intron 

(B) LAGE: 4. .18 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
CAGGTAGGTC CATGGTCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 
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(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 
(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : intron 

(B) LAGE : 1 . .15 
(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : exon 

(B) LAGE: 16.. 18 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 
CTTGATTTTT AACAGACC 
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Patentanspruche 

1. DNA-Molekiil, das fur ein Protein der TGF-/3-Familie 
codiert und 

(a) den fiir das reife Protein codierenden Anteil und 
gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in 
SEQ ID NO.l gezeigten Nukleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration 
des genetischen Codes entsprechende Nukleotidse- 
quenz, 

(c) eine einem allelischen Derivat einer der Sequenzen 
aus (a) und (b) entsprechende Nukleotidsequenz, 
oder 

(d) eine von der Sequenz (a) aufgrund ihrer Herkunft 
aus anderen Wirbeltieren abweichende Sequenz, 

(e) eine mit einer der Sequenzen aus (a) , (b) , (c) oder 
(d) hybridisierende Nukleotidsequenz umfa/St 

unter der Voraussetzung, daj8 ein DNA-Molekiil gem&j8 (d) 
zumindest den fur ein reifes Protein der TGF-£-Familie 
codierenden Anteil vollstandig enthalt- 

2. DNA-Molekul nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daiS es neben einem der Anteile (a) bis (e) von Anspruch 
1 eine Nukleinscuiresequenz' aufweist, die fur zumindest 
einen Teil eines anderen Proteins codiert und so ange- 
ordnet ist, da£ sich nach Expression ein Fusionsprotein 
ergibt . 

3. Vektor, 

dadurch gekennzeichnet, 

da/8 er mindestens eine Kopie eines DNA-Molekiils nach 
Anspruch 1 oder 2 enthalt. 

4. Wirtszelle, 

dadurch gekennzeichnet, 
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da/3 sie mit einer DNA nach Anspruch 1 oder 2 oder einem 
Vektor nach Anspruch 3 transf ormiert ist. 

5. Wirtszelle nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet , 

da/3 sie ein Bakterium, ein Pilz, eine pflanzliche oder 
eine tierische Zelle ist, 

6. Protein der TGF-/3-Familie, das von einer DNA Sequenz 
nach Anspruch 1 oder 2 codiert wird. 

7. Protein nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 es die in SEQ ID NO. 2 oder SEQ ID NO. 4 gezeigte 
AminosSuresequenz oder gegebenenf alls funktionelle 
Anteile davon aufweist. 

8. Chimares Protein, 
dadurch gekennzeichnet, 

daI5 es ein Protein gemSS Anspruch 6 oder 7 und zumindest 
einen Teil eines anderen Proteins enthalt. 

9. Heterodimeres Protein, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es aus einem Monomer eines Proteins gemaS Anspruch 
6, 7 oder 8 und einem Monomer eines anderen Proteins aus 
der Superfamilie mit "Cystine Knot Motif" besteht. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Proteins gemSE einem der 
Anspriiche 6 bis 8, 

dadurch gekennzeichnet, 

da/8 man eine Wirtszelle nach Anspruch 4 oder 5 kulti- 
viert und das Protein aus der Zelle oder/und dem Kultur- 
iiberstand gewinnt . 

11 . Verfahren zur Herstellung eines heterodimeren Proteins 
gem§6 Anspruch 9, 
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dadurch gekennzeichnet, 

dafi man eine Coexpression beider Monomere in einer 
Wirtszelle durchfiihrt. 

12. Verfahren zur Herstellung eines heterodimeren Proteins 
gemaS Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine gemeinsame Renaturierung von EinschluSk6r- 
pern beider Monomere bewirkt. 

13. Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 sie mindestens ein Protein nach einem der Anspruche 
6 bis 9 als Wirkstoff gegebenenf alls zusammen mit phar- 
mazeutisch ilblichen TrSger-, Hilfs-, Verdunnungs- oder 
Fiillstoffen enthSlt. 

14. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 13 zur 
Behandlung oder PrSvention von Knochen-, Knorpel-, 
Bindegewebs-, Haut-, Schleimhaut- , Endothel-, Epithe- 
lial- , Neuronal-, Hirn-, Renal- oder Zahnschadigungen, 
zur Anwendung bei Zahnimplantaten, zur Anwendung in 
Wundheilungs- oder Gewebewiederherstellungsprozessen, 
als Morphogen zum Einsatz zur Induktion von Lebergewebe 
wachstum, Induktion der Proliferation von Vorlaufer- 
zellen oder Knochenmarkszellen, zur Beibehaltung eines 
Dif ferenzierungszustandes und zur Behandlung von Ferti- 
litatsstorungen oder zur Empf angnisverhQtung, oder zur 
Behandlung von Stof fwechselerkrankungen. 

15. Anti-sense RNA, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie komplementSr zu einem Teil eines DNA-Molekiils 
gemifi Anspruch 1 ist. 

16. Ribozym, 

dadurch gekennzeichnet, 
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daS es ein RNA-Molekiil, das man nach Transkription eines 
DNA-Molekiils nach Anspruch 1 erhalt, spezifisch spaltet. 

17. Verwendung einer Antisense-RNA gemafi Anspruch 15 Oder 
eines Ribozyms gemafi Anspruch 16 zur Blockierung der 
Expression eines Proteins gemafi einem der Anspriiche 6 
und 7. 

18. Verwendung einer DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder 2 
oder eines Vektors gemaS Anspruch 3 zur in vitro oder in 
vivo Transfektion von Patientenzellen. 



19. Antikorper oder AntikSrperf ragmente, 
dadurch gekennzeichnet , 

dajS sie an ein Protein nach einem der Anspruche 6 bis 9 
binden . 



20 . Rezeptor, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi ein Protein gemafi einem der Anspriiche 6 und 7 spezi- 
fisch an ihn bindet. 
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Fig. 1 
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Fig. 2a ecori ncoj 

OD ATGAATTCCCATGGACCTGGGCTGGHAKOAMTGGAT 

BMP 2 ACGTGGGGTGGAATGACTGGAT 

BMP 3 ATATTGGCTGGAGTGAATGGAT 

BMP ; ATGTGGDCTGGAATGACTGGAT 

BMP 7 ACCTGGGCTGGCAGGACTGGAT 

TGF-pi AGGACCTCGGCTGGAAGTGGAT 

TGF-P2 GGGATCTAGGGTGGAAATGGAT 

TGF-P3 AGGATCTGGGCTGGAAGTGGGT 

INHIBIN a AGCTGGGCTGGGAACGGTGGAT 

INHIBIN B A ACATCGGCTGGAATGACTGGAT 

INHIBIN p B TCATCGGCTGGAACGACTGGAT 

Fig. 2b ecori 

OID ATGAATTCGAGCTGCGTSGGSRCACAGCA 

BMP 2 GAGTTCTGTCGGGACACAGCA 

BMP 3 CATCTTTTCTGGTACACAGCA 

BMP 4 CAGTTCAGTGGGCACACAACA 

BMP 7 GAGCTGCGTGGGCGCACAGCA 

TGF-pi CAGCGCCTGCGGCACGCAGCA 

TGF-P2 TAAATCTTGGGACACGCAGCA 

TGF-P3 CAGGTCCTGGGGCACGCAGCA 

INHIBIN a CCCTGGGAGAGCAGCACAGCA 

INHIBIN P A CAGCTTGGTGGGCACACAGCA 

INHIBIN p B CAGCTTGGTGGGAATGCAGCA 
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Fig. 4 
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